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Resumo 
 
Nos últimos anos o aumento das toxi-infeções alimentares revelou-se uma 
importante preocupação em termos de saúde pública em todo o mundo. Dados da 
Organização Mundial de Saúde mostram que todos os anos, uma em cada dez pessoas 
adoece devido à ingestão de alimentos contaminados. A análise microbiológica de 
águas e alimentos é, assim, fundamental para garantir que a indústria alimentar cumpre 
as diretrizes exigidas na legislação em termos de segurança alimentar e para 
salvaguardar os interesses dos consumidores, ao prevenir a entrada de produtos 
alimentares potencialmente contaminados com patógenos no mercado. O estágio teve 
como objetivo a familiarização com a rotina de trabalho de um laboratório de ensaio 
acreditado para a análise de águas e alimentos, desde a recolha de amostras até aos 
testes confirmatórios, em conformidade com as diretrizes e legislação nacional para a 
segurança alimentar. Adicionalmente, pretendeu-se complementar as análises de 
referência com técnicas de genotipagem que fossem informativas para obter dados 
epidemiológicos importantes para os produtores, usando como objeto de estudo a 
Listeria monocytogenes. Esta é uma bactéria ubíqua e amplamente distribuída no 
ambiente, que pode causar infeções graves, potencialmente fatais, nomeadamente 
bacteremia invasiva, meningoencefalite e aborto espontâneo. Neste estudo procedeu-
se à análise de 768 amostras de alimentos, recolhidas pelo Laboratório Brito Rocha Lda, 
e provenientes de nove empresas distintas (#1 a #9), das quais 52 foram positivas para 
L. monocytogenes, tendo-se obtido 56 isolados. Verificou-se que 48 amostras 
correspondem a alimentos ou superfícies provenientes da indústria de produção de 
queijos, confirmando trabalhos anteriores, que implicam este tipo de matriz alimentar 
em surtos e em casos de listeriose esporádica em Portugal e não só.  Através da análise 
das sequências parciais do gene 16S rRNA concluiu-se que dos 56 isolados, 
identificados como presuntivos de L. monocytogenes, três correspondiam na realidade 
a dois isolados de Cellulosimicrobium spp. e um de Enterococcus faecalis, sendo, 
portanto, considerados falsos positivos para a presença de L. monocytogenes. A 
posterior análise por multiplex PCR, para caracterização genotípica permitiu verificar 
que 28 dos isolados pertencem à linhagem II, frequentemente associada a casos de 
listeriose esporádica em humanos. 
A abordagem de identificação por sequenciação do gene 16S rRNA e 
genotipagem por duplex PCR realizada neste trabalho, evidência a necessidade de 
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rever a metodologia utilizada no laboratório para a deteção e identificação de L. 
monocytogenes em amostras alimentares, e fornece informação instrumental para que 
os produtores possam implementar medidas de desinfeção direcionadas e um controlo 
mais apertado das matérias primas, de maneira a prevenir contaminações por L. 
monocytogenes em géneros alimentícios. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract 
 
In recent years, the raising of foodborne intoxications and infections have shown 
to be a major concern of public health around the world. According WHO (World Health 
Organization) estimations, every year 10% of the world population falls ill due to the 
consumption of contaminated food. Microbiological analysis of water and foodstuff is 
essential to ensure that the food industry complies with the regulation guidelines, and to 
safeguard the interests of consumers, by preventing the entrance of potentially 
contaminated products into the market. The internship at a certified microbiology 
laboratory to screen foodstuff, aimed to get acquainted with the work routines, from 
sampling to confirmatory tests, of an accredited laboratory for water and food analysis, 
in accordance with the international standards and national legislation on food security. 
Additionally, an effort was made to complement the reference detection methods of 
Listeria monocytogenes with genotyping techniques that could provide informative data 
to infer epidemiological patterns, particularly useful for the producers. Listeria 
monocytogenes is a ubiquitous and widely distributed bacterium species in the 
environment, which can cause potentially fatal infections, namely invasive bacteremia, 
meningoencephalitis and miscarriage. In the present study, we analysed 768 food 
samples at the Laboratório Brito Rocha Lda. from nine different companies (# 1 to # 9), 
from which 52 samples were positive for L. monocytogenes, resulting in 56 isolates. The 
results showed that 48 samples corresponded to foodstuffs or surfaces related to the 
cheese industry, corroborating previous studies implicating this food matrix in outbreaks 
and sporadic cases of listeriosis in Portugal.  The analysis of 16S rRNA gene sequences 
showed that, from the 56 isolates identified as presumptive L. monocytogenes, three 
isolates corresponded to two isolates of Cellulosimicrobium spp. and to one isolate of 
Enterococcus faecalis, indicating the occurrence of false positive for the presence of L. 
monocytogenes. Further analysis of all isolates by multiplex PCR, for genotypic 
characterization, has shown that 28 isolates belong to the lineage I, frequently 
associated sporadic listeriosis in humans. 
The identification of L. monocytogenes by 16S rRNA gene sequencing and 
duplex PCR genotyping, carried out in the present work, emphasize the need to review 
the methodology used in the laboratory for L. monocytogenes detection and identification 
in food samples, and provides instrumental information for producers to implement better 
disinfection measures and a tight sanitary control of raw materials to prevent L. 
monocytogenes contaminations in foodstuffs. 
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Análise Microbiológica de Alimentos 
 Nos últimos anos o aumento das toxi-infeções alimentares tornou-se uma 
importante preocupação em termos de saúde pública em todo o mundo. A população 
humana está cada vez mais suscetível a este tipo de doenças, em parte devido às 
mudanças de estilo de vida, nomeadamente a prática de uma alimentação mais ousada, 
um maior consumo de alimentos processados e de conveniência, e ainda devido ao 
escasso tempo dedicado à sua preparação (Meng and Doyle 2002). Para além destes 
fatores, há ainda a descoberta crescente, nas últimas décadas, de patógenos 
microbianos, como a Escherichia coli O157:H7, Salmonella typhimurium, 
Cryptosporidium parvum e Helicobacter pylori. Outros microrganismos, como 
Campylobacter jejuni e Listeria monocytogenes, são patógenos há muito reconhecidos, 
mas que foram apenas associados a doenças alimentares nos anos  80 (Meng and 
Doyle 1998). 
 As doenças transmitidas por alimentos podem dividir-se em infeções e 
intoxicações. O primeiro caso ocorre devido à ingestão de alimentos contaminados por 
bactérias patogénicas vivas, como são exemplo a Salmonella e Shigella. Caso estas 
consigam sobreviver à passagem pelo estômago, multiplicam-se no interior do 
organismo humano, dando origem aos sintomas de infeção. A intoxicação alimentar 
ocorre devido à ingestão de alimentos que contenham toxinas produzidas por 
microrganismos, como a neurotoxina do Clostridium botulinum ou a enterotoxina de 
Staphylococcus. Neste caso, o período de incubação da doença é mais reduzido, uma 
vez que as toxinas iniciam imediatamente o seu efeito tóxico quando no interior do 
organismo (Viegas 2014). A segurança alimentar surge como um desafio global 
prioritário, uma vez que os microrganismos contaminantes são cada vez mais 
resistentes à ação de antibióticos e são capazes de sobreviver a operações de produção 
e processamento alimentares, representando assim uma potencial ameaça para a 
saúde humana (Akhtar, Sarker et al. 2014). 
 Dados da Organização Mundial de Saúde mostram que todos os anos, uma em 
cada dez pessoas adoece devido à ingestão de alimentos contaminados, resultando na 
morte de 420.000 indivíduos (WHO 2015). Grande parte das infeções alimentares são 
causadas pela ingestão de carne, ovos, produtos frescos e lacticínios crus ou mal 
cozinhados, contaminados com novovírus, Campylobacter, Salmonella e estirpes 
patogénicas de E. coli. As doenças de origem alimentar podem causar sintomas a curto 
prazo, de náusea, vómitos e diarreia, ou implicações a longo termo, como cancro, 
insuficiência renal ou hepática e distúrbios cerebrais. As suas consequências são mais 
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preocupantes e sérias nos chamados grupos de risco, nomeadamente mulheres 
grávidas, pessoas idosas ou com o sistema imunitário comprometido e especialmente 
crianças, uma vez que, se não forem fatais, podem deixar graves sequelas como atrasos 
no desenvolvimento físico e mental, ficando com a sua qualidade de vida comprometida 
permanentemente (WHO 2015). É, por isso, fundamental a implementação de medidas 
que visem a melhoria da higiene dos equipamentos e processos de produção de 
alimentos e o controlo da qualidade destes no final do processo produtivo e antes de 
chegarem ao consumidor final. 
 
Microrganismos indicadores do nível de higiene dos processos  
 O Regulamento (CE) número 1441/2007 estabelece os critérios microbiológicos 
aplicáveis a géneros alimentícios para certos microrganismos e as regras de execução 
a cumprir pelos operadores das empresas do sector alimentar. Este regulamento 
expressa a obrigatoriedade de pesquisa de microrganismos indicadores ao nível de 
higiene dos processos, nomeadamente o número total de colónias aeróbias, 
Enterobacteriaceae, E. coli e Staphylococcus coagulase positiva (CE 2007).  
Tradicionalmente, os microrganismos indicadores eram utilizados para sugerir a 
presença de patógenos (Berg 1978). No entanto, compreende-se agora que não há 
correlação direta entre o número de microrganismos indicadores e o de patógenos 
(Grabow 1996), pelo que o termo foi dividido em três conceitos: microrganismos 
indicadores de processo, indicadores fecais e organismos modelo, explicados por 
Ashbolt et al (2001). 
A família das Enterobacteriaceae, bactérias Gram-negativas e não esporulantes, 
onde se incluem a Salmonella, Yersinia enterocolítica, E. coli e Shigella spp., faz parte 
dos microrganismos indicadores de processo (Baylis C. 2011). Estes são utilizados para 
evidenciar a falta de higiene na preparação de alimentos, processamento inadequado 
ou recontaminação após o processamento. A sua ausência em alimentos fornece 
alguma garantia de que a higiene e processo de manufatura do alimento ocorreu de 
forma adequada. Pelo contrário, a sua presença indica um potencial problema ou falha 
no processo de produção que importa corrigir (Baylis C. 2011).   
A E. coli é uma bactéria ubíqua no trato gastrointestinal de animais mamíferos e 
aves. Grande parte das estirpes não representam qualquer perigo para a saúde 
humana, mas algumas delas podem provocar doenças intestinais graves em humanos 
                                                         FCUP 
                                                     Controlo da Qualidade Microbiológica de Alimentos, Águas e Superfícies  
                                                   Caracterização de isolados de Listeria monocytogenes recolhidos em laboratório |17 
 
(Akhtar, Sarker et al. 2014). A deteção de E. coli em alimentos pode ter uma dupla 
finalidade: esta pode ser considerada como um indicador de contaminação fecal, por 
ser ubíqua no intestino, ou pode ser classificada como organismo modelo para 
patógenos entéricos como a Salmonella (Baylis C. 2011) 
 Staphylococcus aureus são cocos Gram-positivos não esporulantes com uma 
estrutura colonial em forma de cacho, e com um metabolismo aeróbio ou anaeróbio 
facultativo, catalase e coagulase positivos. Estas bactérias fazem parte da microflora 
humana, e ocorrem preferencialmente na pele e mucosa nasal (WHO 2011). A 
intoxicação alimentar ocorre por absorção das enterotoxinas produzidas por S. aureus 
e provoca cólicas abdominais, náuseas, vómitos e ocasionalmente diarreia (Le Loir, 
Baron et al. 2003). 
 Para além da análise dos critérios microbiológicos indicados no Regulamento 
(CE) número 1441/2007 de análise obrigatória, muitas unidades industriais de produção 
alimentar optam também por verificar a presença de outros microrganismos como 
coliformes, fungos, incluindo bolores e leveduras, ou ainda Clostridium perfringens. O 
grupo dos coliformes inclui uma extensa variedade de bacilos não esporulantes, 
aeróbios ou anaeróbios facultativos, Gram-negativos capazes de crescer na presença 
de concentrações relativamente altas de sais biliares e de fermentar lactose a 35-37 °C 
em 24h a 48h com produção de ácido e gás (WHO 2011). Historicamente, os coliformes 
eram o indicador de higiene dos processos mais utilizado pela indústria alimentar, 
principalmente no setor dos lacticínios. De momento, grande parte dos países, incluindo 
os pertencentes à União Europeia, evoluíram para a deteção de Enterobacteriaceae, 
uma vez que não há base taxonómica para os microrganismos designados como 
coliformes (Baylis C. 2011). C. perfringens é um bacilo Gram-positivo, esporulante e 
anaeróbio, ubíquo no solo e trato gastrointestinal de animais de sangue quente 
(Brynestad and Granum 2002). Pode provocar intoxicação alimentar do tipo A, que 
resulta da produção de enterotoxinas no intestino delgado 8 a 24 horas após a ingestão 
de alimentos contaminados (Brynestad and Granum 2002), ocasionando dor abdominal 
intensa e diarreia (Le Loir, Baron et al. 2003); ou do tipo C, que ocorre raramente mas 
que tem consequências mais graves, como enterite necrótica humana (Brynestad and 
Granum 2002). A determinação da presença de bolores e leveduras é relevante pois a 
existência de leveduras em alimentos é geralmente resultado da utilização de 
equipamentos e utensílios mal higienizados, e o crescimento de bolores é um indicador 
de deterioração, especialmente em produtos com elevada atividade de água. Para além 
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disso, os bolores podem secretar micotoxinas com atividade teratogénica e 
carcinogénica (Smith, Daifas et al. 2004). 
Apesar de a legislação Portuguesa ser omissa no que se refere aos limites de 
aceitação para determinados microrganismos em alimentos, existem valores guia para 
facilitar a interpretação dos resultados obtidos, como os fornecidos pelo Instituto 
Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge para alimentos preparados em estabelecimentos 
de restauração (Tabela 1). Este instituto estabeleceu quatro níveis de qualidade 
microbiológica, que vão desde o satisfatório ao inaceitável/potencialmente perigoso, 
com base nas cerca de 4000 amostras analisadas anualmente nas suas instalações, 
bem como em referências colhidas de diversos documentos internacionais (INSA 2005).  
 
Tabela 1- Valores guia para avaliação microbiológica de alimentos prontos a comer 
preparados em estabelecimentos de restauração (INSA 2005) 
Microrganismo 
Qualidade Microbiológica (ufc/g) 
Satisfatório Aceitável Não satisfatório 
Inaceitável/ 
potencialmente 
perigoso 
 
Escherichia coli1 
 
<10 
 
NA2 
 
>10 
 
NA 
Staphylococcus 
coagulase positivos 
<102 NA ≥102 ≤104 >104 
Salmonella spp. Ausente em 25g - - Presente em 25g 
Listeria monocytogenes Ausente em 25g Presente em 25g 
(<102) 
- ≥102 
 
1Exceto frutos e vegetais crus 
2NA – não aplicável 
 
Microrganismos indicadores da segurança dos géneros alimentícios  
Para além da pesquisa de microrganismos indicadores do nível de higiene dos 
processos, o Regulamento (CE) número 1441/2007 prevê a determinação dos critérios 
de segurança, onde se inclui a pesquisa de microrganismos patogénicos como 
Salmonella spp. e L. monocytogenes (CE 2007). 
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 Salmonella spp. são bactérias entéricas Gram-negativas, geralmente 
encontradas em produtos provenientes de aves de capoeira, como os ovos, mas que 
podem ser isoladas de uma grande variedade de alimentos, nomeadamente carne de 
porco, leite, lacticínios, frutas e vegetais (Akhtar, Sarker et al. 2014). A espécie 
Salmonella enterica é um dos patogénicos alimentares mais prevalentes, causando 
cerca de 11% das mortes relacionadas com doenças alimentares (Ronholm, Nasheri et 
al. 2016), sendo que a S. enteritidis e a S. Typhimurium constituem as duas serovars 
mais reportadas em casos de salmonelose em humanos (EFSA 2016). As principais 
consequências da infeção por Salmonella são a enterocolite ou gastroenterite com dor 
abdominal, febre, e diarreia, febre entérica, bacteremia e, em casos extremos, morte 
(Bryan and Doyle 1995) 
L. monocytogenes são bactérias Gram-positivas em forma de bastonete cujos 
principais veículos de transmissão são o leite, queijo pasteurizado e não pasteurizado, 
vegetais, produtos à base de carne e refeições prontas a comer (Bryan and Doyle 1995, 
Zhang, Yeh et al. 2007, Clauss and Lorber 2008). A infeção por L. monocytogenes pode 
ter implicações clinicas graves, como a bacteremia invasiva, meningoencefalite, aborto 
espontâneo em grávidas e potencialmente a morte (Ronholm, Nasheri et al. 2016). 
 
Análise Microbiológica de Águas 
 
Apesar do desenvolvimento observado nas últimas décadas, há ainda uma 
proporção significativa da população mundial que não tem acesso a abastecimento de 
água e infraestruturas apropriadas de saneamento (Haller, Hutton et al. 2007). De fato, 
cerca de um sexto da população mundial, i.e. um total de 1,1 biliões de pessoas, não 
possui acesso a água potável (UNICEF 2006), sendo que aproximadamente 1,7 milhões 
de mortes por ano são atribuídas ao consumo de água imprópria e à falta de higiene e 
saneamento básico, tendo como principal causa a diarreia infeciosa. Dessas, 90 % 
ocorrem em crianças com idade inferior a 5 anos (WHO 2002). 
O acesso a água potável é um direito humano básico essencial para a 
manutenção de um bom estado de saúde, e uma componente incontornável para uma 
política eficaz de saúde pública (WHO 2008). Neste sentido, não surpreende que haja 
um controlo apertado da qualidade da água para consumo humano, com uma frequência 
de amostragem adequada à população servida e a rápida comunicação dos 
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incumprimentos de valores paramétricos que comportem risco para a saúde humana 
(Ministério do Ambiente 2007).  
 
Águas de consumo 
De um modo geral, os maiores riscos em termos microbiológicos em águas de 
consumo estão relacionados com a contaminação fecal por humanos ou animais, 
associada à presença de bactérias patogénicas (WHO 2011). Para as águas de 
consumo, segundo o Decreto-Lei n.º 306/2007 de 27 de Agosto de 2007, é obrigatória 
a análise à presença de coliformes totais e termotolerantes (E. coli), Enterococcus 
intestinais e C. perfringens, cujos valores paramétricos estão representados na Tabela 
2 (Ministério do Ambiente 2007).  
 
Tabela 2 - Valores paramétricos para a água destinada a consumo humano fornecida 
por redes de distribuição e fontes ou reservatórios não ligados à rede de distribuição 
(Ministério do Ambiente 2007) 
 
Os coliformes totais conseguem crescer em ambientes aquáticos, pelo que não 
são bons indicadores de contaminação fecal. Estes são geralmente considerados 
indicadores de limpeza e integridade do sistema de distribuição e a sua presença pode 
apontar a potencial formação de biofilmes (WHO 2011). O subgrupo de coliformes 
termotolerantes, composto predominantemente por E.coli, compreende os coliformes 
com capacidade de fermentar lactose à temperatura de 44,5 °C em 24h (WHO 2001). 
Parâmetro Valor paramétrico Unidade 
Microrganismos totais a 22 °C Sem alteração anormal ufc/mL 
Microrganismos totais a 37 °C Sem alteração anormal ufc/mL 
Coliformes totais  0 ufc/100 mL 
Escherichia coli 0 ufc/100 mL 
Enterococcus intestinais 0 ufc/100 mL 
Clostridium perfringens 0 ufc/100 mL 
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Este grupo é considerado o indicador mais adequado de contaminação fecal (WHO 
2011). 
As espécies Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans and E. hirae pertencem 
ao subgrupo de bactérias Gram-positivas designadas por Enterococcus intestinais. 
Estas são relativamente especificas para poluição fecal, apesar de poderem 
ocasionalmente ser isoladas de outro ambientes como o solo (WHO 2011). C. 
perfringens é um indicador de contaminação fecal, geralmente intermitente, altamente 
especifico (WHO 2011). 
 
Águas recreacionais 
As águas recreacionais, incluindo as águas de piscinas e jacuzzis, devem ser 
monitorizadas com uma frequência mínima de amostragem quinzenal e devem respeitar 
os parâmetros descritos na Tabela 3. Para avaliar a qualidade microbiana deste tipo de 
águas deve ser analisada a presença de microrganismos totais a 37 °C, coliformes totais 
e termotolerantes, Enterococcus intestinais, Staphylococcus coagulase positiva e 
Pseudomonas aeruginosa, como indicado no Decreto Regulamentar n.º 5/97 de 31 de 
Março  (Ministério do Ambiente 1997). 
 
Tabela 3 -  Valores paramétricos para águas pertencentes a espaços para atividades 
aquáticas como piscinas, lagoas ou jacuzzi (Ministério do Ambiente 1997). 
Parâmetro 
Valor 
paramétrico 
Unidade 
 
Microrganismos totais a 37 °C 
 
100 
 
ufc/mL 
Coliformes totais  10 ufc/100 mL 
Escherichia coli 0 ufc/100 mL 
Enterococcus intestinais 0 ufc/100 mL 
Staphylococcus coagulase positivos 0 ufc/100 mL em 90% das amostras 
Pseudomonas aeruginosa 0 ufc/ 100 mL 
                                                         FCUP 
                                                     Controlo da Qualidade Microbiológica de Alimentos, Águas e Superfícies  
                                                   Caracterização de isolados de Listeria monocytogenes recolhidos em laboratório |22 
 
P. aeruginosa são bacilos Gram-negativos, anaeróbios e não-esporulantes, com 
distribuição ubíqua em águas, vegetação e solo. O ambiente quente e húmido gerado 
em piscinas e locais semelhantes possui as condições ideais ao seu crescimento (WHO 
2006). As bactérias desta espécie estão associadas a infeções de injúrias como 
queimaduras ou aberturas cirúrgicas e colonização do trato respiratório ou olhos de 
pessoas suscetíveis, podendo em casos extremos provocar septicémia ou meningite 
(WHO 2011). 
 S. aureus, já caracterizados anteriormente como microrganismos indicadores do 
nível de higiene em alimentos, são também bactérias com pesquisa obrigatória em 
águas recreacionais. Estas fazem parte da microflora humana, e estão presentes 
maioritariamente na pele e mucosa nasal (WHO 2011). A presença destes 
microrganismos em piscinas pode provocar erupções cutâneas, infeção de feridas, 
infeções do trato urinário, otites, entre outros (WHO 2006). 
 
Caracterização de isolados de L. monocytogenes 
 O género Listeria é um grupo de bactérias Gram-positivas, não esporulantes em 
forma de bastonetes com dimensões de 0,4–0,5 µm × 1–1,5 µm. O género Listeria 
pertence à família Listeriaceae, ordem Bacillales, classe Bacilli, filo Firmicutes, domínio 
Bacteria.  Das 10 espécies identificadas até à data, L. monocytogenes é um patógeno 
intracelular facultativo, L. ivanovii infecta maioritariamente animais roedores, sendo as 
restantes espécies - L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii, L. 
rocourtiae, L. fleischmannii e L. weihenstephanensis - essencialmente saprófitos (Liu 
2013). 
A L. monocytogenes é a espécie de Listeria mais comummente associada a 
doença, quer em humanos quer em animais. É uma bactéria ubíqua, descrita 
originalmente por Murray e Pirie (Murray, Webb et al. 1926, Pirie 1940), que possui a 
capacidade de se multiplicar em habitats muito diversos e é capaz de sobreviver em 
condições adversas por longos períodos de tempo (Ivanek, Grohn et al. 2006). Sendo 
um patógeno saprófito facultativo, pode ser isolado do solo, águas, animais, humanos e 
alimentos crus e processados. Uma vez que entra no hospedeiro pode causar doença 
invasiva severa em humanos e numa grande diversidade de animais (Orsi, den Bakker 
et al. 2011). 
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Persistência da L. monocytogenes em alimentos 
A L. monocytogenes pode ser introduzida em instalações de processamento 
alimentar através das matérias primas, ingredientes, água, manipuladores ou 
equipamentos (Wenger, Swaminathan et al. 1990, Autio, Hielm et al. 1999, Møretrø 
2004, Almeida, Magalhaes et al. 2013, Cartwright, Jackson et al. 2013). Fortes 
evidências sugerem que a persistência de L. monocytogenes em instalações de 
processamento de alimentos durante anos ou mesmo décadas, é um fator muito 
importante na transmissão de patógenos alimentares e na origem de surtos de listeriose. 
A persistência da bactéria em outros ambientes, como quintas ou locais de venda a 
retalho, pode também contribuir para a contaminação dos alimentos e para a sua 
transmissão a humanos (Johansson, Rantala et al. 1999, Sauders, Mangione et al. 2004, 
Ferreira, Wiedmann et al. 2014). 
A persistência é utilizada para descrever a sobrevivência sem crescimento a 
longo termo de L. monocytogenes num alimento, dentro do organismo humano ou em 
determinado tipo de ambientes (Ferreira, Wiedmann et al. 2014) e é definida pelo 
isolamento repetido de L. monocytogenes em diferentes períodos de tempo, que são 
subsequentemente identificadas como subtipos idênticos, através de métodos 
genotípicos e/ou fenotípicos. Alguns subtipos de L. monocytogenes são relativamente 
comuns e amplamente distribuídos, enquanto que outros são apenas isolados 
esporadicamente. O isolamento de um subtipo comum da bactéria em várias amostras 
de diferente origem fornece fraca evidência de persistência quando comparada com o 
isolamento de um subtipo raro em múltiplas fontes (Johansson, Rantala et al. 1999, 
Ferreira, Wiedmann et al. 2014). 
A diferenciação entre a introdução repetida de um subtipo especifico de L. 
monocytogenes numa instalação ou a sua persistência nessas mesmas instalações, é 
muitas vezes difícil de conseguir apenas através da tipagem dos isolados. É geralmente 
necessário recolher informação acerca da organização e design das instalações. Como 
exemplo, o isolamento repetido do mesmo subtipo de patógeno numa empresa que 
utilize apenas ingredientes pathogen-free e cujo ambiente seja separado dos espaços 
circundantes (com boa construção e implementação de boas práticas de produção) é 
um provável indicativo de persistência. Em contraste, o isolamento repetido do mesmo 
patógeno em diferentes períodos de tempo e em instalações com fracas medidas de 
prevenção contra a reintrodução de L. monocytogenes através de matérias primas ou 
ambientes vizinhos, pode indicar quer persistência quer reintrodução do patógeno no 
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local (Thimothe, Nightingale et al. 2004, Ferreira, Wiedmann et al. 2014, Vangay, 
Steingrimsson et al. 2014, Stasiewicz, Oliver et al. 2015). 
Em 2011, Ferreira et al. recolheram 1723 isolados de L. monocytogenes a partir 
de enchidos como alheira e salpicão de vinhais. O objetivo foi avaliar a diversidade 
genética dos isolados, os mecanismos de contaminação e identificar características 
genéticas e fenotípicas dos isolados considerados como persistentes. Os 1723 isolados, 
de 11 processadores diferentes, foram recolhidos durante 10 a 32 meses e foram 
analisados por Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Os padrões de 
persistência mostraram que três dos processadores teriam apenas um clone persistente 
nos produtos e que outros dois processadores possuíam dois clones persistentes. Para 
além disso, o mesmo clone terá sido detetado e avaliado como persistente em dois 
processadores diferentes (Ferreira, Barbosa et al. 2011). 
Num estudo similar levado a cabo em 2011 foram analisados mensalmente 
durante um período de 2 anos um total de 1591 amostras recolhidas em 16 instalações 
de produção de queijo. Do total de amostras recolhidas, 250 (16%) obtiveram um 
resultado positivo para a presença de L. monocytogenes, confirmado posteriormente 
por PCR. Das 16 instalações que participaram no estudo, apenas em três não foi 
detetada L. monocytogenes, sendo que em 10 das instalações a bactéria foi detetada 
mais que uma vez (Fox, Hunt et al. 2011).  
 
Quadro clínico da Listeriose 
A população humana é altamente diversa no que diz respeito à resposta a 
agentes infeciosos, refletindo a grande diversidade em termos genéticos, estado 
nutricional, idade, condição do sistema imunitário, níveis de stress, exposição prévia a 
agentes infeciosos, entre muitos outros. Há segmentos da população com risco mais 
elevado, segmentos esses que têm geralmente a capacidade imunitária mais fragilizada 
(Wolf, Cole et al. 1994, Buchanan, Smith et al. 2000, Simpson, Lowder et al. 2012, 
Friesema, Kuiling et al. 2015). Para além da suscetibilidade do hospedeiro, o quadro 
clinico da listeriose varia de acordo com a dimensão do inóculo ingerido e a estirpe de 
L. monocytogenes envolvida (Temple and Nahata 2000).  
Os indícios de infeção em indivíduos saudáveis incluem sintomas não 
específicos similares aos de gripe, náuseas, vómitos, cólicas, diarreia e febre (Skogberg, 
Syrjänen et al. 1992, Ooi and Lorber 2005, Bortolussi 2008). Em alguns casos pode 
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ocorrer a manifestação de sintomas mais graves como infeção focal (dos olhos, pele, 
válvulas cardíacas, fígado, entre outros), e infeções no sistema nervoso central como 
meningite e septicemia (Doganay 2003, Ooi and Lorber 2005, Clauss and Lorber 2008, 
Almeida 2009). Os sintomas podem desenvolver-se entre 1 e 67 dias após a ingestão 
do alimento contaminado (Goulet, King et al. 2013). 
Para certos grupos, incluindo grávidas, neonatos, idosos e indivíduos 
imunossuprimidos, uma infeção por L. monocytogenes é particularmente grave 
(Doganay 2003, Clauss and Lorber 2008, Almeida 2009, Silk 2013). 
Em jovens e adultos, a maior parte dos casos de listeriose ocorre em indivíduos 
imunocomprometidos ou imunossuprimidos, como pacientes que recebem terapia 
citotóxica ou com esteroides, transplantes, hemodiálise, que possuam neoplasmas 
malignos, problemas de alcoolismo ou doença hepática alcoólica, sejam diabéticos, 
portadores do HIV ou toxicodependentes (Stelma, Reyes et al. 1987, Siegman-Igra, 
Levin et al. 2002, Amaya-Villar, Garcia-Cabrera et al. 2010, Barocci, Mancini et al. 2015). 
Os sintomas são similares aos descritos para a população em geral, com destaque para 
a manifestação de um estado mental alterado, disfunção cerebral e convulsões 
(Brouwer, Beek et al. 2006, Amaya-Villar, Garcia-Cabrera et al. 2010).  
Cerca de 50% dos casos de listeriose ocorrem em indivíduos idosos (Bortolussi 
2008), nos quais a infeção por L. monocytogenes está associada a uma maior 
severidade das sequelas neurológicas. Indivíduos nesta faixa etária, possuem muitas 
vezes condições subjacentes como diabetes, problemas renais ou um sistema 
imunitário menos eficiente, que contribuem para a alta taxa de mortalidade e para o 
agravamento das consequências da infeção (Ben-Yehuda and Weksler 1992, Van de 
Beek, de Gans et al. 2004, Weisfelt, van de Beek et al. 2006, Cabellos, Verdaguer et al. 
2009, Dzupova, Rozsypal et al. 2013, Pagliano, Attanasio et al. 2015).   
Em grávidas, uma infeção por L. monocytogenes provoca geralmente sintomas 
leves, similares aos de uma gripe ligeira. Há, no entanto, um risco acrescido da 
ocorrência de aborto espontâneo durante o primeiro trimestre da gravidez, ou de parto 
prematuro quando expostas à bactéria no final da gestação, com o nascimento de uma 
criança com septicémia aguda (Farber and Peterkin 1991, Mylonakis, Paliou et al. 2002, 
Doganay 2003, Bortolussi 2008). Em bebés neonatos, com menos de um mês de vida, 
a doença pode ocorrer early-onset, nos primeiros sete dias de vida ou late-onset, a partir 
de sete dias de vida. No primeiro caso o diagnóstico ocorre geralmente nas primeiras 
vinte e quatro horas após o parto, manifestando-se principalmente na forma de 
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septicémia, dificuldade respiratória ou pneumonia. O parto é geralmente prematuro, e a 
doença é transmitida pela mãe através da placenta. Estes casos apresentam a taxa de 
mortalidade mais elevada compreendida entre 25% e 50% (Bortolussi 2008, Clauss and 
Lorber 2008, Lamont, Sobel et al. 2011). Nas infeções late-onset a transmissão ocorre 
após o nascimento, possivelmente através de contaminação cruzada nos hospitais. Os 
sintomas incluem irritabilidade, febre e dificuldades na alimentação (Nelson, Warren et 
al. 1985, Mylonakis, Paliou et al. 2002, Bortolussi 2008, Sahu, Rahamathulla et al. 2012). 
 
Dose infeciosa mínima 
A relação dose-resposta para a infeção por L. monocytogenes não é ainda bem 
compreendida, uma vez que a resposta da população humana à sua exposição é 
altamente variável (Buchanan, Smith et al. 2000). Há, no entanto, estudos que 
descrevem que a probabilidade de cada individuo ficar doente após exposição a este 
patógeno é essencialmente dependente da interação entre três fatores: hospedeiro, 
patógeno e matriz alimentar (Buchanan, Smith et al. 2000, FAO/WHO 2003, FDA/FSIS 
2003, Rocourt, BenEmbarek et al. 2003, Pouillot, Hoelzer et al. 2015, Buchanan, Gorris 
et al. 2017). 
 A matriz alimentar foi durante muito tempo considerada como um veiculo neutro 
para a proliferação do patógeno, com pouco impacto na relação dose-resposta. Nas 
últimas décadas demonstrou-se que esta pode ter uma influência significativa, 
principalmente ao nível do impacto que a adaptação ácida pode ter na resistência dos 
patógenos entéricos (O'Driscoll, Gahan et al. 1996, Buchanan, Smith et al. 2000, 
Pouillot, Hoelzer et al. 2015). Por exemplo, um alimento que aumente o pH do estômago, 
reduza a exposição do microrganismo à acidez gástrica, ou o tempo de trânsito através 
do estômago, irá diminuir a eficácia da acidez gástrica como barreira contra a entrada 
de um patógeno de origem alimentar (Buchanan, Smith et al. 2000). Assim, o consumo 
de alimentos com efeito tampão pode levar ao aumento da dose necessária para causar 
infeção. Por outro lado, pensa-se que a ingestão de alimentos surfactantes ou com alto 
teor em gordura, podem proteger as células bacterianas do contacto com o ácido 
gástrico, diminuindo assim o número de células necessárias para causar infeção 
(FDA/FSIS 2003, McLauchlin, Mitchell et al. 2004, Pouillot, Hoelzer et al. 2015). No que 
concerne ao hospedeiro, os fatores que o tornam mais ou menos suscetível a infeção 
por L. monocytogenes foram já enumerados. 
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Relativamente ao patógeno, a existência de diferentes subtipos da bactéria com 
virulência e capacidade de adaptação distintos, tornam difícil a determinação de um 
valor unânime para a dose mínima necessária à ocorrência de infeção por L. 
monocytogenes (Chen, Ross et al. 2006). Para além disso, a suscetibilidade de infeção 
por diferentes estirpes de L. monocytogenes pode apenas ser estudada através de 
modelos animais, testes in vitro (presença e caracterização de genes associados com 
a virulência), ou através de estudos epidemiológicos, uma vez que a realização de 
ensaios clínicos em humanos para este fim não é possível (FDA/FSIS 2003, McLauchlin, 
Mitchell et al. 2004).  
Apesar da falta de dados para a determinação da dose mínima para infeção, há 
estudos, como os de Farber et al. (1991) e Miettinen et al. (1990), realizados em 
primatas não humanas e em cabras, respetivamente, que afirmam que a dose mínima 
para infeção é cerca de 109 ufc (Miettinen, Husu et al. 1990, Farber, Daley et al. 1991).  
No entanto, na literatura são descritos valores para a LD50, que vão desde 1,0x106,5 ufc 
a 7,0x1010 ufc (Pine, Malcolm et al. 1990, Notermans and Hoornstra 2000, WHO/FAO 
2004, Smith, Takeuchi et al. 2008, Buchanan, Gorris et al. 2017). Apesar das 
dificuldades que a pesquisa acerca da relação dose-resposta para L. monocytogenes 
acarreta, é já possível tirar algumas conclusões. Ao contrário do que acontece com 
outros microrganismos, como a Salmonella, a L. monocytogenes é caracterizada por 
possuir uma probabilidade de infeção muito baixa em indivíduos saudáveis para doses 
de exposição baixas i.e. 102 ufc/g (Chen, Ross et al. 2003, Lianou and Sofos 2007, 
Pouillot, Hoelzer et al. 2015). Relativamente à ação da bactéria em grávidas, num estudo 
levado a cabo em primatas foi concluído ser necessária uma quantidade de L. 
monocytogenes entre 3,7x1010 ufc e 7,2x1010 ufc para provocar aborto (Smith, Takeuchi 
et al. 2003).  
Os resultados obtidos em modelos animais colocam muitas limitações na 
extrapolação para a realidade humana. Como a suscetibilidade para contrair listeriose 
é baixa, o estudo em modelos animais requer geralmente um grande número de 
indivíduos para que apenas uma pequena porção desenvolva sintomas clínicos da 
doença. Outra dificuldade deste género de estudos, está relacionada com o método de 
infeção empregue: em grande parte dos modelos experimentais a infeção é feita por via 
intravenosa ou intraperitoneal, e não através do sistema gastrointestinal (Chen, Ross et 
al. 2003, McLauchlin, Mitchell et al. 2004).  
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Mecanismo de infeção 
O principal mecanismo de infeção por L. monocytogenes envolve a ingestão de 
um alimento contaminado e passagem do patógeno através do estômago e da barreira 
gastrointestinal, a partir de onde ocorre a propagação da bactéria para o sangue (Orsi, 
den Bakker et al. 2011). O processo de infeção requer interação entre a internalina A 
(LnlA), expressa na superfície celular da bactéria, e a E-caderina, uma glicoproteína 
membranar expressa na superfície das células epiteliais (Pamer 2004). Este fato leva a 
que a eficiência com que as células epiteliais intestinais são infetadas seja variável de 
acordo com as diferenças na sequência de aminoácidos da E-caderina em cada 
espécie. Por exemplo, os ratos são relativamente resistentes a infeções intestinais por 
L. monocytogenes devido à diferença de um único aminoácido relativamente à E-
caderina humana (Lecuit, Vandormael-Pournin et al. 2001). Quando presente na 
corrente sanguínea, a bactéria chega a órgãos como os nódulos linfáticos, baço e o 
fígado (Orsi, den Bakker et al. 2011). Já no fígado, a L. monocytogenes entra nos 
hepatócitos através da expressão de uma proteína de superfície, a internalina B (LnlB), 
que se liga ao fator de crescimento hepático presente na superfície dos hepatócitos 
(Pamer 2004). Após a entrada na célula hepática, a bactéria escapa à ação do 
fagossoma pela destruição da sua membrana através da secreção de um fator de 
virulência, a listeriolisina O (LLO). Para além da LLO a L. monocytogenes secreta duas 
fosfolipases C (PLCs) que contribuem também para a sua sobrevivência à ação do 
fagossoma. A invasão do citoplasma desencadeia uma resposta inflamatória inata e 
induz imunidade protetora (Pamer 2004).  
Logo após a entrada no citoplasma, a bactéria induz a polimerização de 
filamentos de actina do hospedeiro e utiliza-os para se mover, primeiro no citoplasma e 
depois de célula para célula, facilitando assim o processo de proliferação da infeção. A 
proteína bacteriana actin-assembly-inducing (ActA) é a responsável pela mediação da 
nucleação da actina, pois possui múltiplos locais de ligação para os componentes do 
citoesqueleto, servindo assim como base para aglomerar os componentes necessários 
para que ocorra a polimerização de actina na célula (Portnoy, Auerbuch et al. 2002). O 
processo de infeção pela L. monocytogenes está exemplificado na Figura 1. 
                                                         FCUP 
                                                     Controlo da Qualidade Microbiológica de Alimentos, Águas e Superfícies  
                                                   Caracterização de isolados de Listeria monocytogenes recolhidos em laboratório |29 
 
 
 
 
Fig. 1 - Mecanismo de infeção de L. monocytogenes após entrada nas células do hospedeiro (Pamer 2004). 
 
 Em indivíduos saudáveis, a maior parte das células de L. monocytogenes que 
atravessam a barreira gastrointestinal são removidas da corrente sanguínea por 
macrófagos podendo, contudo, ocorrer alguma proliferação bacteriana no fígado, que é 
geralmente eliminada com facilidade. Pelo contrário, em indivíduos 
imunocomprometidos, a proliferação descontrolada da bactéria no fígado provoca a sua 
libertação para a circulação sanguínea, podendo levar à invasão do conteúdo uterino e 
do sistema nervoso central, com consequências sérias para a saúde do indivíduo e do 
feto  (Orsi, den Bakker et al. 2011). 
 
Métodos para a tipagem de serovars de L. monocytogenes  
 Podem ser utilizadas duas abordagens para a determinação da linhagem de 
determinado isolado de L. monocytogenes: fenotípica ou genética.  
A serotipagem, tipagem fágica e a MLEE (multilocus enzyme electrophoresis) 
são alguns dos métodos utilizados na abordagem fenotípica. Os métodos genéticos 
incluem PFGE (pulsed-field gel electrophoresis); ribotipagem; técnicas de 
tipagem baseadas em PCR (RAPD, AFLP, PCR-RFLP); e técnicas de genotipagem por 
sequenciação, como o MLST (multilocus sequence typing) (Liu 2013). 
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 Chenal-Francisque et al (2015) desenvolveram um método rápido para a 
identificação dos principais clones de L. monocytogenes através de multiplex PCR. Esta 
ferramenta é uma alternativa rápida e eficiente à identificação por MLST, que é um 
método mais demorado e dispendioso. Os isolados de L. monocytogenes a partir de 
amostras clinicas de humanos e alimentos, pertencem predominantemente a duas 
linhagens: I e II. Este método de multiplex PCR permite, num primeiro passo, determinar 
a qual dessas linhagens os isolados pertencem. Posteriormente, pretendendo-se fazer 
uma caracterização mais detalhada dos clones de L. monocytogenes, pode-se recorrer 
a um conjunto de primers específicos, para distinguir por multiplex PCR os serovars IIa, 
IIc, IIb, e IVb, e os complexos clonais CC1, CC2, CC3, CC4, CC5, CC6, CC7, CC8, CC9, 
CC121 e CC155 (Tabela 4) (Chenal-Francisque, Maury et al. 2015). 
 
Tabela 4 -  Linhagens, serovars e complexos clonais que é possível determinar através 
da técnica de multiplex PCR descrita por Chenal et al (2015) (Chenal-Francisque, Maury 
et al. 2015). 
 
 
Patogenicidade de diferentes serovars de L. monocytogenes  
 Considerando as suas similaridades morfológicas e biológicas e variação da sua 
patogenicidade, é importante distinguir corretamente as estirpes/serovars de Listeria 
patogénicas e não-patogénicas. A serotipagem com base em reações entre antigénios 
somáticos (O) ou flagelares (H) e anticorpos específicos, representa um dos métodos 
utilizados para identificar clones de Listeria com diferente patogenicidade. Através de 
métodos de serotipagem é possível identificar treze serovars para a L. monocytogenes 
(1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7), uma para L. ivanovii (5), três 
para L. innocua (1/2b, 6a e 6b), três para L. welshimeri (1/2b, 6a e 6b), seis para L. 
seeligeri (1/2a, 1/2b, 3b, 4a, 4b, 4c e 6b) e uma para L. grayi (Grayi) (Liu 2013).  
Linhagem Serogrupos Complexos clonais 
I Ivb CC1, CC2, CC4, CC6 
 
IIb 
 
CC3, CC5 
 
II IIa CC7, CC8, CC121, CC155 
 IIc CC9 
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A determinação dos vários serovars de L. monocytogenes tem importantes 
implicações clinicas, pois a infeção por diferentes serovars tem consequências distintas. 
A serovar 4b é a principal responsável por listeriose humana endémica, sendo 
frequentemente isolada a partir de infeções do sistema nervoso central. As serovars 
1/2a, 1/2b e 1/2c, são responsáveis por casos de listeriose humana esporádicos. O 
conjunto das 4 serovars referidas é responsável por 98% dos isolados obtidos através 
de casos clínicos de listeriose (Goulet, Jacquet et al. 2006).  
No trabalho de Goulet et al (2006), das 603 amostras de L. monocytogenes 
recolhidas, cerca de metade pertenciam à serovar 4b, sendo que a maior parte terá sido 
isolada de doentes com infeção do sistema nervoso central. As serovars 1/2a e 1/2c 
foram isoladas em grande parte de doentes com sintomas de bacteremia, enquanto que 
apenas o serovar 1/2b surge associado a pacientes com doença materno fetal. As 
serovars 3a e 3b, apesar de mais raras, já foram isoladas em doentes com bacteremia 
(Tabela 5) (Goulet, Jacquet et al. 2006, Liu 2013). 
 
Tabela 5 - Diferentes serovars de L. monocytogenes e a respetiva tendência para causar 
infeções no sistema nervoso central (SNC), doença materno fetal (M/N) e bacteremia 
(Goulet, Jacquet et al. 2006, Liu 2013). 
Abreviações : Doença M/N – Doença materna/neonatal ; Infeções SNC – infeção no sistema nervoso central 
 
Apesar da importância da serotipagem na caracterização de isolados de L. 
monocytogenes, a existência de antigénios iguais em diferentes clones de Listeria torna 
esta técnica pouco específica (Liu 2013). Como consequência, foram desenvolvidas 
técnicas de genotipagem para facilitar a sua caracterização infrasubspecífica, o que 
permitiu a divisão das estirpes de L. monocytogenes em 4 linhagens (I, II, III, IV) (Liu 
2013). A linhagem I engloba os serovars 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e e está principalmente 
Serovar Isolados (%) Tendência para causar 
 
4b 
 
49% 
 
Infeções SNC>Doenças M/N>Bacteremia 
½ a 27% Bacteremia > Doenças M/N > Infeções SNC 
½ b 20% Doenças M/N > Bacteremia > Infeções SNC 
½ c 4% Bacteremia > Infeções SNC>Doenças M/N 
3a/3b <1% Bacteremia 
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associada com a listeriose epidémica (Ward, Ducey et al. 2008). A linhagem II inclui os 
serovars 1/2a, 1/2c, 3a e 3c, e a linhagem III os serovars 4a e 4c. A linhagem III pode 
ainda ser dividida em subgrupos: IIIA (serovars típicas, ramnose positivas e avirulentas 
- 4a e 4c); IIIC (serovar atípica, ramnose positiva virulenta – 4c); e o subgrupo IIIB, que 
representa um grupo distinto e que foi por isso designado por linhagem IV. Esta é 
composta por estirpes de serovar 7 e serovars atípicas ramnose negativa e virulentas, 
que não pertençam ao serovar 4a e 4c (Liu 2013). Como já foi referido, a maior parte 
dos isolados de L. monocytogenes pertencem às linhagens I e II, que contêm as 
serovars mais comummente associados a casos clínicos de listeriose, incluindo a 
serovar 1/2a, da linhagem II e os serovars 1/2b e 4b, da linhagem I (Orsi, den Bakker et 
al. 2011). A grande maioria dos surtos de listeriose em humanos está associada à 
linhagem I (serovar 4b), sendo que existem também casos relacionados com a presença 
dos serovars 1/2a e 1/2b (Orsi, den Bakker et al. 2011). A linhagem II é essencialmente 
relacionada com alimentos prontos a comer e causa geralmente casos de listeriose 
esporádica em humanos (Ward, Ducey et al. 2008). 
 Apesar de raro, isolados da linhagem III são ocasionalmente encontrados em 
casos clínicos de infeção por L. monocytogenes, ainda que estes nunca tenham sido 
associados a surtos de listeriose. Isolados desta linhagem são geralmente associados 
a casos de listeriose em animais e são isolados muito esporadicamente de alimentos ou 
instalações de processamento de alimentos. Isolados da linhagem IV são provenientes 
de ambientes variados como alimentos, humanos ou animais (Orsi, den Bakker et al. 
2011). A baixa frequência com que microrganismos das linhagens III e IV são isolados 
de casos de listeriose humana, pode ser explicada pelo fato de estas linhagens 
apresentarem pouca prevalência em amostras alimentares. Assim, a exposição humana 
às estirpes que pertencem a essas duas linhagens será baixa, levando a um baixo 
número de infeções. Esta situação pode estar relacionada com o fato dos isolados das 
linhagens III e IV estarem menos adaptados ao stress que existe nos alimentos e 
ambientes de produção alimentar (Ward, Ducey et al. 2008). 
Apesar de grande parte dos casos de listeriose serem causados pelo serovar 4b, 
a sua prevalência nos alimentos é relativamente baixa, pelo que se pode supor que este 
possui maior patogenicidade que os restantes serovars (Orsi, den Bakker et al. 2011). 
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Dados epidemiológicos 
 No ano de 2015, na União Europeia, foram confirmados 2206 casos de listeriose, 
o que equivale a cerca de 0,46 casos da doença por 100000 indivíduos (EFSA 2016). 
Apesar da incidência da listeriose humana ser baixa comparativamente a outras 
infeções de origem alimentar, esta tem associada uma elevada taxa de mortalidade, 
levando a que estes microrganismos estejam entre as principais causas de morte devido 
a infeções de origem alimentar em países industrializados. Dos 2206 casos confirmados 
na União Europeia em 2015, 270 acabaram por ser fatais, levando a que a taxa e 
mortalidade atinja valores de 17,7 % (EFSA 2016). Cerca de 97% dos casos de listeriose 
detetados na EU levaram à hospitalização, sendo que mesmo tendo sobrevivido à 
infeção, os pacientes podem desenvolver sequelas graves a longo prazo, 
principalmente aqueles a quem a bactéria invadiu o sistema nervoso central 
(McLauchlin, Mitchell et al. 2004). As consequências associadas à meningite por L. 
monocytogenes incluem hemiparesia, a paralisia parcial de um lado do corpo ou 
paralisia de nervos cranianos (Clauss and Lorber 2008). 
Em Portugal o sistema de vigilância para casos de listeriose foi apenas 
implementado em 2015, pelo que não existem dados acerca dos casos existentes em 
anos anteriores. Nesse ano, foram reportados e confirmados 28 casos, com uma taxa 
de incidência de 0,27 casos por 100000 indivíduos, significativamente abaixo da média 
da União Europeia. O mesmo estudo, realizado pela Autoridade Europeia para a 
Segurança Alimentar em cooperação com o Centro Europeu para o Controlo e 
Prevenção de Doenças, concluiu que as infeções por L. monocytogenes ocorreram com 
maior frequência em indivíduos com mais de 64 anos, sendo esse incremento 
particularmente evidente a partir dos 84 anos (EFSA 2016). 
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Objetivos 
 
O estágio teve como objetivo a familiarização com a rotina de trabalho de um 
laboratório de ensaio acreditado para a análise de águas e alimentos, desde a recolha 
e preparação de amostras, à cultura em meios seletivos e diferenciais para a 
identificação presuntiva de microrganismos alvo, e respetivos testes confirmatórios, à 
luz das diretivas comunitárias e legislação em vigor.  
Adicionalmente, pretendeu-se explorar numa perspetiva de inovação a mais 
valia da caracterização molecular e genotipagem de isolados de L. monocytogenes. De 
fato, o conhecimento da origem de L. monocytogenes isolada de amostras alimentares, 
não sendo obrigatório e portanto, negligenciado, é importante para a implementação de 
programas de controlo sanitário orientados para compreender se as contaminações 
correspondem a genótipos persistentes ou novos, permitindo uma seleção mais cuidada 
das matérias primas e/ou higienização mais eficaz dos equipamentos e das instalações. 
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Capítulo 2 - Materiais e Métodos 
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Controlo da qualidade microbiológica de alimentos 
 
Preparação de amostras 
A preparação das amostras de alimentos para análise foi realizada de acordo 
com as normas ISO 6887-2:2017 (carnes e produtos lácteos), ISO 6887-32017 (peixe e 
produtos à base de peixe), ISO 6887-5:2010 (leite e produtos lácteos) e ISO 6887-
4:2017 para outros produtos. A preparação da suspensão inicial e das diluições foram 
executadas de acordo com a norma ISO 6887-1:2017. 
 Na Tabela 6 estão descritas as condições para o isolamento em laboratório de 
Enterobacteriaceae, coliformes, E. coli, Staphylococcus coagulase positiva, C. 
perfringens, bolores e leveduras  
 
Isolamento e deteção de Salmonella spp. 
 O isolamento de Salmonella spp. compreende 4 passos, nomeadamente um 
passo de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento e identificação e 
confirmação. O método utilizado para o isolamento está descrito na norma ISO 
6579:2002 (Tabela 7) e representado na Figura 2. 
 
Isolamento e deteção de L. monocytogenes 
Para a deteção de L. monocytogenes em alimentos, preparou-se uma 
suspensão com 25 g de alimentos e ~ 225 g de meio ONE Broth-Listeria (Oxoid) e 
incubou-se a (30 ±1) °C durante (48 ±2) h. Em seguida, retirou-se uma ansada da cultura 
e incubou-se em meio ALOA - Chromogenic Listeria Agar (Oxoid), a (37 ±1) °C durante 
(24 ±2) h. Após incubação as placas foram analisadas para detetar a presença de 
colónias azuis/esverdeadas com halo, típicas de L. monocytogenes. Caso se observe a 
existência de colónias típicas, procede-se ao teste de confirmação por fermentação de 
ramnose (Rhamnose Test, Frilabo). 
 
                                                       FCUP 
                                               Controlo da Qualidade Microbiológica de Alimentos, Águas e Superfícies  
                                                 Caracterização de isolados de Listeria monocytogenes recolhidos em laboratório | 37 
 
Tabela 6 - Microrganismos indicadores do nível de higiene pelo Regulamento (CE) número 1441/2007, C. perfringens, bolores e leveduras e respetivas 
condições de isolamento em laboratório, de acordo com as normas ISO.
Microrganismo Norma Meio de cultura 
Condições de 
incubação 
Colónias típicas Teste de confirmação 
 
Enterobacteriaceae 
 
ISO 21528-2 
 
Violet Red Bile Glucose 
(VRBG) Agar 
(Biomérieux) 
 
Incubação aeróbia a 37 
°C por (24 ± 2) h 
 
Colónias rosa-
avermelhadas ou 
púrpura com ou sem 
halo 
 
-Fermentação da glucose 
-Produção de oxidase 
Coliformes ISO 4832 Violet red bile lactose 
(VRBL) agar (Merck) 
Incubação aeróbia a 37 
°C por (24 ± 2) h 
Colónias vermelho-
arroxeadas com no 
mínimo 0,5 mm 
1 
Escherichia coli ISO 16649-2 Tryptone bile x-
glucuronide (TBX) 
medium 
(VWR) 
Incubação aeróbia a (44 
±1 °C) por 18 a 24 h 
Colónias azuis 1 
Staphylococcus 
coagulase positiva 
NP 4400-1 Baird Parker agar base 
(VWR) 
Incubação aeróbia a (37 
±1 °C) por (48 ± 4) h 
Colónias pretas ou 
cinzentas, brilhantes, 
convexas e com halo 
claro 
-Pesquisa de coagulase; 
-Pesquisa de catálase 
(facultativo) 
Bolores e leveduras NP 3277-1 Rose Bengal 
Chloramphenicol agar 
(VWR) 
Incubação aeróbia a (25 
±1 °C) por (120 ± 2) h 
Colónias típicas para 
bolores e leveduras 
1 
Clostridium perfringens ISO 7937 Tryptose sulfite 
cycloserine agar base 
(Merck) 
Incubação anaeróbia a 
37 °C por (20 ± 2) h 
Colónias pretas - LS médium 
ou 
-Nitrate motility medium 
and the lactose-gelatin 
medium 
1 – Não necessário 
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 Tabela 7- Passos para o isolamento de Salmonella spp., meio de cultura utilizado e condições 
de incubação de acordo com a norma ISO 6579:2002. 
Etapa Meio de cultura Condições de incubação 
 
Pré-enriquecimento 
 
Buffered peptone water 
(Oxoid) 
 
 
(37 ± 1) °C durante (18 ± 2) h 
Enriquecimento seletivo Rappaport-Vassiliadis-Soya 
(RVS) broth 
 
(41,5 ± 1) °C durante (24 ± 3) h 
Muller-Kauffmann 
Tetrathionate-Novobiocin 
(MKTTn) Broth (Oxoid) 
 
(37 ± 1) °C durante (24 ± 3) h 
Isolamento e identificação Xylose lysine deoxycholate 
(XLD) agar 
 
(37 ± 1) °C durante (24 ± 3) h 
CHROMagar Salmonella Plus 
(CHROMagar) 
 
 37 °C durante 18 h a 24 h 
Confirmação -Confirmação bioquímica 
TSI agar, Urease, L-lysine decarboxylation, β-galactosidase, 
reação Voges-Proskauer, Indol 
 
-Confirmação Serológica 
Estirpes auto-aglutinantes, Antigénios (O, Vi, H) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2- Organograma para o isolamento de Salmonella de amostras alimentares de acordo com a norma ISO 6579:2002. 
 
Água peptonada tamponada 
0,1 mL de cultura + 
10 mL de RVS 
1 mL de cultura +   
10 mL de MKTTn 
XLD XLD CHROMagar CHROMagar 
Confirmação Bioquímica e Serológica 
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Controlo da qualidade microbiológica de águas 
 
Águas para consumo humano 
 A enumeração de microrganismos cultiváveis foi realizada de acordo com a 
norma ISO 6222:1999, pelo método de espalhamento em meio Yeast Extract Agar 
(Oxoid), com incubação de placas a duas temperaturas: ( 36 ± 2 ) °C durante ( 44 ± 4 ) 
h e ( 22 ± 2 ) °C durante ( 68 ± 4 ) h. 
A enumeração de microrganismos indicadores em águas de consumo foi 
realizada através da técnica de filtração por membrana, de acordo com as normas em 
vigor especificadas na Tabela 8. Basicamente procedeu-se à filtração de um volume 
adequado de água, geralmente 100 mL, através de uma membrana com poros de 0,45 
µm, tendo-se de seguida colocado a membrana no meio de cultura adequado ao 
microrganismo alvo e prosseguido com a incubação de acordo com os parâmetros 
indicados na Tabela 8. 
 
Águas recreacionais 
A enumeração de microrganismos cultiváveis foi realizada de acordo com a 
norma ISO 6222:1999, pelo método de espalhamento em meio Yeast Extract Agar 
(Oxoid), com incubação a ( 36 ± 2 ) °C durante ( 44 ± 4 ) h. 
Nas águas recreacionais, para além da enumeração de bactérias coliformes, E. 
coli e Enterococcus intestinais, já descrita para as águas de consumo, é ainda levada a 
cabo a enumeração de Staphylococcus coagulase positiva e P. aeruginosa. Neste caso 
é também utilizada a técnica de filtração por membrana, com as normas em vigor para 
cada microrganismo (Tabela 8).  
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Tabela 8- Microrganismos indicadores para águas de consumo e águas recreacionais com obrigatoriedade de análise pelo Decreto Lei n.º 
306/2007 de 27 de Agosto de 2007 (Ministério do Ambiente 2007) e no Decreto Regulamentar n.º 5/97 de 31 de Março (Ministério do Ambiente 
1997) respetivamente. 
Microrganismo Norma ISO Meio de cultura 
Condições de 
incubação 
Colónias típicas 
Teste de 
confirmação 
Microrganismos totais  
       a 22 °C 
 
       a 37 °C 
 ISO 6222 
Yeast extract agar 
(Oxoid) 
 
 
Incubação aeróbia a (22 
± 2) °C por (68 ± 4) h 
Contagem do número total de 
colónias 
1 
Incubação aeróbia a (36 
± 2) °C por (44 ± 4) h 
Coliformes  
     
 
Escherichia coli                            
ISO 9308-1 
Chromocult 
coliform agar 
(Merck) 
Incubação aeróbia a (36 
± 2) °C por (21 ± 3) h 
 
Colónias cor-de-rosa, 
vermelhas ou azuis 
escuras/violeta 
 
Teste de oxidase 
 
 
Colónias azuis escuras/violeta 
 
1 
Enterococcus 
intestinais 
ISO 7899-2 Slanetz & Bartley 
(Oxoid) 
Incubação aeróbia a (36 
± 2) °C por (44 ± 4) h 
Colónias em relevo com 
coloração castanha, vermelha 
ou rosa 
Incubação em bile-
aesculin-azide agar 
Clostridium 
perfringens 
ISO 14189 
Tryptose sulfite 
cycloserine agar 
base (Merck) 
Incubação anaeróbia a 
(36 ± 2) °C por (21 ± 3) h 
Colónias pretas, cinzentas ou 
castanho-amareladas 
Teste fosfatase ácida 
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Staphylococcus 
coagulase positiva 
NP 4343 Mannitol Salt Agar 
(Oxoid) 
Incubação aeróbia a (37 
± 1) °C por (48 ± 4) h 
Colónias com coloração 
amarela ou branca, com ou 
sem halo amarelo 
 
Pesquisa de catálase 
e coagulase 
Pseudomonas 
aeroginosa 
ISO 16266 Pseudomonas 
Agar Base (Oxoid) 
Incubação anaeróbia a 
(36 ±2) °C por (44 ±4) h 
Colónias azuis/verdes 
 
1 
Colónias fluorescentes 
 
-Acetamide Broth 
Colónias castanhas-
avermelhadas 
-Acetamide Broth 
 -Teste da oxidase 
1 – Não necessário 
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Caracterização genotípica de isolados de L. monocytogenes  
Recolha de amostras para o estudo 
As amostras de alimentos para pesquisa de L. monocytogenes foram recolhidas 
nos laboratórios BR – análises ambientais e alimentares Lda, entre Novembro de 2016 
e Abril de 2017. O isolamento e identificação presuntiva de L. monocytogenes foi 
efetuado de acordo com o procedimento descrito em cima na secção “Deteção de L. 
monocytogenes”. Colónias putativas de L. monocytogenes foram repicadas para meio 
BHI (brain heart infusion) líquido com incubação a 28ºC durante 24 a 48h, tendo-se 
posteriormente efetuado uma centrifugação a 7000g durante 5 min de maneira a obter 
um pellet de células para extração de DNA cromossomal.  
 
Extração e quantif icação do DNA das células de L. monocytogenes  
A extração do DNA foi efetuada usando o EaZy Nucleic Acid (E.Z.N.A.) Bacterial 
DNA purification Kit (Omega Bio-Tek, Norcross, GA), de acordo com o procedimento 
descrito pelo fabricante. A qualidade do DNA cromossomal extraído foi avaliada através 
de eletroforese em gel de agarose a 0,75% e quantificado através do Qubit 2.0 
fluorometer HS Assay (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA), de acordo com as instruções 
do fabricante.  
 
Amplif icação parcial da sequência do gene 16S rRNA 
A mastermix para o PCR foi preparada com Tampão DreamTaq 1x, 0,2 mM de 
Desoxirribonucleotídeos Fosfatados (dNTPs), 0,2 µM dos primers, 27F e 1492 (Lane 
1991), 2 U de DreamTaq DNA polymerase e 25 ng de DNA cromossomal, para um 
volume total de reação de 40 µL. 
 As condições de PCR consistiram num primeiro passo de desnaturação durante 
5 minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C (desnaturação), 45 
segundos a 55 °C (emparelhamento) e 90 segundos a 72 °C (extensão), e concluído 
com um passo de extensão final de 10 minutos a 72 °C. 
                                                         FCUP 
                                                     Controlo da Qualidade Microbiológica de Alimentos, Águas e Superfícies  
                                                   Caracterização de isolados de Listeria monocytogenes recolhidos em laboratório |43 
 
Eletroforese, purif icação e sequenciação dos produtos obtidos por 
PCR 
Os produtos obtidos por PCR foram separados por eletroforese em gel de 
agarose 1% e posteriormente purificados para sequenciação. Após a eletroforese o gel 
foi observado num transiluminador de UV (ChemiDoc, Bio-Rad, CA), que permitiu a 
visualização das bandas e a sua excisão para posterior purificação. As bandas dos 
amplificados com tamanho de aproximadamente 1,6 kb correspondente à amplificação 
parcial do gene 16S RNA, foram excisadas usando o Illustra GFX PCR DNA and Gel 
Band Purification Kit (GE Healthcare), de acordo com o procedimento descrito pelo 
fabricante. A identidade dos produtos amplificados e purificados foi confirmada por 
sequenciação (Stab Vida, Oeiras) e as sequências parciais do gene 16S rRNA foram 
alinhadas e comparadas utilizando o Geneious® 7.1.7. 
 
Determinação da linhagem dos isolados por multiplex PCR 
A mastermix para o PCR foi preparada com Tampão DreamTaq 1x, 0,2 mM de 
Desoxirribonucleotídeos Fosfatados (dNTPs), 0,5 µM de cada um dos primers (Tabela 
9), 1 U de DreamTaq DNA polymerase e 25 ng de DNA alvo, para um volume total de 
reação de 20 µL. 
 
Tabela 9 - Primers utilizados na reação de multiplex PCR efetuada para determinar a 
linhagem dos isolados de L. monocytogenes (Chenal-Francisque, Maury et al. 2015). 
Gene Primers Sequências Tamanho (pb) 
 
LMOf2365_2638 
 
LMOf2365_2638-F 
 
5’GGT CCT TCT GGA AAG CCA TT3’ 
 
194 
LMOf2365_2638-R 
 
5’AAT TGT CCT GTC GCA TTT CC3’ 
 
lmo1077 lmo1077-F 5’CGA AGC TAA AAC CGA AAA CG3’ 334 
lmo1077-R 5’AAT TTC TGC ACG GGA ATC TG3’ 
 
 
As condições de PCR consistiram num primeiro passo de desnaturação de 5 
minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C (desnaturação), 30 
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segundos a 55 °C (emparelhamento) e 75 segundos a 72 °C (extensão) e concluído 
com um passo de extensão final de 10 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram 
separados em gel de agarose a 1,5% e registados num transiluminador de UV 
(ChemiDoc, Bio-Rad, CA).  
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Controlo da qualidade microbiológica de alimentos 
 
A análise microbiológica dos alimentos é fundamental para garantir que a 
indústria alimentar cumpra as diretrizes exigidas na legislação em termos de segurança 
alimentar e para salvaguardar os interesses dos consumidores, ao assegurar a entrada 
de produtos seguros no mercado. As amostras sujeitas a análise microbiológica no 
Laboratório Brito Rocha Lda. provieram essencialmente de produtos lácteos (leite, 
queijo e requeijão), alimentos e refeições ultracongeladas, fumeiro e refeições 
preparadas em restaurantes e cantinas. A recolha das amostras foi realizada sobretudo 
nos distritos da Guarda, Castelo Branco e Viseu, de acordo com a norma NP 1828:1982. 
O Regulamento (CE) nº 178/2002 de 28 de Janeiro de 2002 determina os 
princípios e normas gerais da legislação alimentar e estabelece procedimentos em 
matéria de segurança dos géneros alimentícios. Este prevê os fundamentos para 
garantir um elevado nível de proteção da saúde humana e dos interesses dos 
consumidores em relação aos géneros alimentícios (CE 2002). Em termos de qualidade 
microbiológica dos alimentos, é aplicado o Regulamento (CE) nº 1441/2007 de 5 de 
Dezembro, que define os critérios microbiológicos aplicáveis aos géneros alimentícios, 
facultando orientações quanto à aceitabilidade dos géneros alimentícios e dos seus 
processos de fabrico, manuseamento e distribuição (CE 2007) 
Durante o estágio no Laboratório Brito Rocha Lda. foram essencialmente 
avaliados nove parâmetros no que diz respeito à qualidade microbiológica dos 
alimentos: microrganismos totais, Enterobacteriaceae, coliformes, E. coli, 
Staphylococcus coagulase positiva, Bolores e leveduras, C. perfringens, L. 
monocytogenes e Salmonella.  
 
Microrganismos indicadores do nível de higiene dos processos  
Pelo Regulamento (CE) n.º 1441/2007 de 5 de Dezembro, a pesquisa de 
microrganismos totais, Enterobacteriaceae, E. coli e Staphylococcus coagulase positiva 
é indicadora do nível de higiene do processo de fabrico e permite avaliar a qualidade 
microbiológica do lote testado, verificar a eficácia dos princípios de análise dos perigos 
e de pontos de controlo críticos ou das boas práticas de higiene nos processos (CE 
2007). Assim sendo, os critérios enumerados acima foram utilizados como base para a 
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análise microbiológica de alimentos durante o estágio, sendo aplicados em todas as 
amostras para análise, salvo indicação contrária por parte do cliente. Contudo, é 
importante referir que para a mesma amostra procedeu-se à pesquisa de 
Enterobacteriaceae ou de coliformes, e não de ambos os grupos em simultâneo. 
A pesquisa por bolores e leveduras foi executada essencialmente nos géneros 
alimentícios mais suscetíveis ao desenvolvimento destes microrganismos, como 
produtos de panificação e pastelaria, alimentos fumados e alimentos à base de carne 
(Legan 1993, Mižáková, Pipová et al. 2002, Asefa, Kure et al. 2010, Axel, Zannini et al. 
2017). De igual modo, a pesquisa por C. perfringens ocorreu sobretudo em produtos 
onde o seu desenvolvimento é mais frequente, como alimentos à base de carne, 
geralmente congelados ou embalados (Lindstrom, Heikinheimo et al. 2011, Grass, 
Gould et al. 2013). 
 
Microrganismos indicadores da segurança dos géneros alimentícios  
O Regulamento (CE) n.º 1441/2007 de 5 de Dezembro define ainda os critérios 
para a análise microbiológica de L. monocytogenes e Salmonella, considerados 
microrganismos indicadores da segurança dos géneros alimentícios (CE 2007), cujas 
colónias típicas estão representadas nas Figuras 3 e 4, respetivamente. 
 
 
Fig. 3- (a) Riscado com crescimento de colónias típicas de L. monocytogenes em meio Chromogenic Listeria Agar 
(ALOA); (b) Resultado positivo (à esquerda) e negativo (à direita) para o teste de fermentação da ramnose (Rhamnose 
Test, Frilabo). 
 
 
 
(b) (a) 
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Fig. 4- Riscado com crescimento de colónias típicas de Salmonella sp. em meio XLD agar (colónias pretas, à esquerda) 
e CHROMagar Salmonella Plus (à direita) 
 
Entre Novembro de 2016 e Abril de 2017 foram rececionadas para análise no 
Laboratório Brito Rocha Lda. 768 amostras de alimentos e de superfícies para pesquisa 
de L. monocytogenes, provenientes sobretudo de produtos lácteos, produtos fumados 
e alimentos e refeições congeladas. O método utilizado para a pesquisa de L. 
monocytogenes durante o estágio difere do método indicado na norma 11290-1 (1996) 
ao utilizar apenas um passo de enriquecimento seletivo, com recurso ao meio ONE 
Broth-Listeria (Oxoid), ao invés de dois enriquecimentos como descrito na referida 
norma, o primeiro com Fraser broth a 50% e o segundo com Fraser broth não diluído. 
Aliás, o procedimento utilizado é muito similar ao adotado no método Listeria Precis™ 
(ThermoScientific 2013), validado pela ISO 16140:2016 (AFNOR 2017). A utilização 
desta metodologia em laboratório possibilita a obtenção de resultados em apenas três 
dias, ao contrário dos até sete dias necessários para conseguir resultados pelo método 
descrito na norma 11290-1:1996 (Gómez, McGuinness et al. 2013), possibilitando ao 
cliente uma tomada de decisão mais rápida e eficaz no controlo da contaminação do 
alimento. 
Apesar de em 2015 a Salmonelose ter sido considerada a segunda zoonose 
mais comum na União Europeia pela Autoridade Europeia para a Segurança Alimentar 
(Silveira 2013, EFSA 2016), e de a Salmonella ser frequentemente encontrada em 
alimentos e ambientes relacionados com a indústria alimentar, como quintas ou fábricas 
(Troutt, Galland et al. 2001, Padungtod and Kaneene 2006, Ferreira, Barbosa et al. 
2007, Van Kessel, Karns et al. 2008, Dominguez and Schaffner 2009), esta não foi 
detetada em nenhuma das cerca de 480 amostras processadas para pesquisa destes 
microrganismos. 
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Controlo da qualidade microbiológica de águas 
  
A avaliação de parâmetros microbiológicos em águas é essencial na 
identificação de contaminações bacterianas, que poderão ser um indicador da presença 
de microrganismos patogénicos eventualmente perigosos para a saúde pública. As 
amostras de água recebidas no Laboratório Brito Rocha para análise dos parâmetros 
microbiológicos foram analisadas segundo as respetivas normas internacionais (Tabela 
8).  
Águas para consumo humano 
 
As amostras de águas para consumo humano recebidas no Laboratório Brito 
Rocha Lda. para análise dos parâmetros microbiológicos, provieram essencialmente de 
furos particulares para captação de água subterrânea e de água da rede pública de 
abastecimento. No último caso, a recolha das amostras foi feita essencialmente em 
entidades como lares de idosos, cantinas escolares ou empresas ligadas à indústria 
alimentar que, apesar de não estarem legalmente obrigados a fazê-lo, pretendem 
garantir a qualidade da água de rede que é utilizada nas suas instalações. A recolha 
das amostras para análise microbiológica ocorreu sobretudo nos distritos da Guarda e 
Castelo Branco, de acordo com a norma internacional ISO 19458:2006.  
O Decreto-Lei nº 306/2007, de 27 de Agosto, estabelece a frequência mínima de 
amostragem, os critérios e os métodos analíticos de referência a utilizar na avaliação da 
qualidade das águas destinadas ao consumo humano ou à sua utilização numa empresa 
da indústria alimentar em Portugal (Ministério do Ambiente 2007). Na Tabela 2 
encontram-se descritos os valores paramétricos máximos permitidos para os 
parâmetros microbiológicos com obrigatoriedade de análise em águas de consumo: 
microrganismos totais a 22 °C e 37 °C, bactérias coliformes, E. coli, Enterococcus 
intestinais e C. perfringens (Ministério do Ambiente 2007). As colónias típicas para os 
microrganismos com obrigatoriedade de análise para águas de consumo, segundo o 
Decreto-Lei nº 306/2007, estão representados na Figura 5. 
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Águas recreacionais 
As amostras de água de recreio recolhidas para análise foram provenientes de 
piscinas e jacuzzis integrados em ginásios, essencialmente na área geográfica do 
concelho da Covilhã, de acordo com a norma internacional ISO 19458 (2006). 
O Decreto Regulamentar n.º 5/97, de 31 de Março, define as condições a que os 
recintos com atividades aquáticas devem obedecer, com vista a proporcionar 
adequadas condições de segurança aos utentes, a limitar os riscos da ocorrência de 
acidentes, a facilitar a evacuação dos ocupantes e sinistrados e a proporcionar a 
intervenção dos meios de socorro. O atual decreto define ainda os valores paramétricos 
máximos permitidos para os parâmetros microbiológicos com obrigatoriedade de análise 
em águas recreacionais: microrganismos totais a 37 °C, bactérias coliformes, E. coli, 
Enterococcus fecais, P. aeruginosa e Staphylococcus coagulase positivos (Tabela 3) 
(Ministério do Ambiente 1997). As colónias típicas para os microrganismos com 
obrigatoriedade de análise para águas recreacionais estão representados na Figura 5. 
 
 
Fig. 5- Colónias típicas, obtidas pela técnica de filtração por membrana, de a) coliformes (rosa) e E. coli (violeta) em meio 
Chromocult Coliform Agar; b) Enterococcus em meio Slanetz and Bartley agar; c) C. perfringens em meio TSC agar; d) 
e e) Staphylococcus coagulase positivos em meio Mannitol agar e f) P. aeruginosa em meio Pseudomonas agar base. 
f
c b a 
ed
                                                         FCUP 
                                                     Controlo da Qualidade Microbiológica de Alimentos, Águas e Superfícies  
                                                   Caracterização de isolados de Listeria monocytogenes recolhidos em laboratório |51 
 
 
Caracterização de isolados de L. monocytogenes 
Isolamento e identif icação de L. monocytogenes  
Das 768 amostras de alimentos e de superfícies rececionadas para pesquisa de 
L. monocytogenes no Laboratório Brito Rocha  durante o estágio, 52 deram positivo para 
a presença de L. monocytogenes, pelos métodos descritos na secção 2. No seu 
conjunto foram obtidos 56 isolados de presumíveis L. monocytogenes com origem em 
nove empresas diferentes (#1 a #9), das quais seis pertencem ao ramo dos lacticínios 
(#1, #4, #5, #6, #8 e #9), sendo a principal atividade a produção de queijo, duas 
empresas dedicam-se à produção de fumeiro (#3 e #7) e uma empresa (#2) atua na 
produção e comercialização de alimentos congelados (Tabela 10).  
 
Tabela 10 - Empresas que fizeram parte do estudo, respetiva localização e área de 
negócio. 
Empresa Localização Área de negócio 
#1 Trancoso Produção de Queijo 
#2 Moimenta da Beira Produção de produtos alimentares 
#3 Seia Produção de Fumeiro 
#4 Castelo Branco Produção de Queijo 
#5 Fundão Produção de Queijo 
#6 Seia Produção de Queijo 
#7 Trancoso Produção de Fumeiro 
#8 Castelo Branco Produção de Queijo 
#9 Castelo Branco Produção de Queijo 
 
Das 52 amostras a partir das quais foram obtidos isolados presuntivos de L. 
monocytogenes, 38 amostras (73%) correspondem a queijos e 5 (10%) a leites 
destinados à produção de queijo; 5 amostras (10%) dizem respeito a superfícies 
relacionadas com a produção de queijo, tais como as redes ou moldes de fabrico ou as 
mesas de lavagem; e as restantes 4 amostras (7%) correspondem a alimentos 
produzidos à base de carne, nomeadamente espetadas de carne com pimentos, mistura 
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de carne picada, chouriça de porco bísaro e bifes de frango panados ultracongelados 
(Tabela 11). Ou seja, no total das 52 amostras positivas para L. monocytogenes 
recolhidas durante os 6 meses, 48 (92%) correspondem a alimentos ou superfícies 
provenientes da indústria da produção de queijos, e apenas 4 (8%) tiveram origem em 
outro tipo de indústria, neste caso de alimentos produzidos à base de carne. 
 
Tabela 11 - Caracterização dos 56 isolados de L. monocytogenes recolhidos entre 
Novembro de 2016 e Abril de 2017 no laboratório Brito Rocha Lda. 
Empresa 
Isolados 
(Lm) 
Isolamento Origem 
  
#1 
 
1a/b1 
 
15/11/2016 
 
Queijo de Ovelha 
4a/b1 29/11/2016 Queijo de Ovelha 
5 29/11/2016 Mesa de Lavagem de Queijo 
39 08/03/2017 Leite de Ovelha 
#2 2 27/11/2016 Espetada de Carne de Porco 
40 08/03/2017 Bife de Frango Panado Congelado 
#3 3 27/11/2016 Mistura de Carnes Picadas 
#4 6 03/01/2017 Queijo de Ovelha 
8 11/02/2017 Queijo de Ovelha, Cabra e Vaca 
9 11/02/2017 Leite de Ovelha 
10 11/02/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
11 11/02/2017 Queijo de Ovelha, Cabra e Vaca 
13 20/02/2017 Queijo de Ovelha e Vaca 
14 20/02/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
15 20/02/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
16 20/02/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
17 20/02/2017 Redes de fabrico de Queijo 
18 20/02/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
19 20/02/2017 Queijo de Ovelha 
20 20/02/2017 Queijo de Cabra 
21 20/02/2017 Queijo de Ovelha 
22 20/02/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
23 20/02/2017 Leite de Ovelha 
24 20/02/2017 Queijo de Ovelha e Vaca 
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25 20/02/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
26 06/03/2017 Queijo de Ovelha 
27 06/03/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
28 06/03/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
29 06/03/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
30 a/b1 06/03/2017 Queijo de Ovelha, Vaca e Cabra 
31 06/03/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
32 06/03/2017 Redes de fabrico de Queijo após Desinfeção 
33 06/03/2017 Queijo de Ovelha 
34 06/03/2017 Queijo de Ovelha, Vaca e Cabra 
35 06/03/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
36 06/03/2017 Molde de Fabrico de Queijo 
41 05/04/2017 Leite de Ovelha 
42 05/04/2017 Leite de Ovelha, Cabra e Vaca 
#5 7 13/01/2017 Queijo de Ovelha, Vaca e Cabra 
#6 12 11/02/2017 Queijo de Ovelha, Vaca e Cabra 
#7 37 08/03/2017 Chouriça de Porco Bísaro 
#8 38 08/03/2017 Queijo de Ovelha 
 
44a/b1 15/04/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
 
45 15/04/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
 
46 15/04/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
 
47 12/04/2017 Queijo de Ovelha, Cabra e Vaca 
 
49 17/04/2017 Queijo de Ovelha, Cabra e Vaca 
 
50 17/04/2017 Água de Lavagem dos Queijos 
 
51 17/04/2017 Queijo de Ovelha, Cabra e Vaca 
 
52 15/04/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
#9 43 05/04/2017 Queijo de Ovelha e Cabra 
48 12/04/2017 Queijo de Ovelha, Cabra e Vaca 
1
Uma amostra deu origem a dois isolados, designados por a e b. 
 
A L. monocytogenes está frequentemente presente em silagem de má qualidade 
e em animais ruminantes, que podem ser transmissores do patógeno quer como 
portadores assintomáticos quer através de mastites (Linton, Mackle et al. 2008, Osman, 
Zolnikov et al. 2014, Melo, Andrew et al. 2015), sendo por isso um contaminante 
constante em ambientes de produção de leite e queijo (Rudolf and Scherer 2001, Mena, 
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Almeida et al. 2004, Pintado, Oliveira et al. 2005, Arslan and Özdemir 2008, Iannetti, 
Acciari et al. 2016). Apesar de grande parte da indústria de queijo utilizar leite 
pasteurizado como matéria prima, continua a fazer parte da dieta Portuguesa queijo 
produzido através de leite não tratado de ovelha e cabra (Almeida, Magalhaes et al. 
2013). De entre os queijos Portugueses com Denominação de Origem Protegida (DOP), 
o Queijo Serra da Estrela DOP está incluído no grupo de queijos que são confecionados 
com leite cru, juntamente com o Queijo de Castelo Branco DOP (AESBUC/UCP 2003). 
O Laboratório Brito Rocha Lda, localizado na Covilhã, está muito próximo de duas zonas 
geográficas de produção de queijo DOP não pasteurizado. É portanto compreensível 
que 92% das amostras positivas para L. monocytogenes correspondam a alimentos ou 
superfícies ligadas à indústria de produção de queijo, quer devido à elevada quantidade 
de amostras analisadas provenientes desta indústria, quer devido ao fato de a L. 
monocytogenes ser um contaminante constante em ambientes de produção de leite e 
queijo. Importa referir que o leite cru pode ser contaminado com L. monocytogenes 
através do equipamento de ordenha, durante o armazenamento em tanques ou durante 
o transporte para as instalações de produção de queijo onde as medidas de higiene não 
sejam adequadas (Almeida, Magalhaes et al. 2013, Melo, Andrew et al. 2015). Sabe-se 
que a sobrevivência e crescimento de L. monocytogenes em queijos depende em 
grande parte das condições de manufatura, maturação e armazenamento (Schoder, 
Rossmanith et al. 2012, Dikici and Calicioglu 2013, Wemmenhove, Stampelou et al. 
2013, Melo, Andrew et al. 2015) 
A deteção presuntiva de L. monocytogenes nas amostras de alimentos e 
superfícies baseia-se em meios de cultura de enriquecimento, seletivos e diferenciais. 
Esta metodologia, não permitindo um crescimento absolutamente seletivo para L. 
monocytogenes  em relação a outras espécies de Listeria, permite a diferenciação de 
isolados de L. monocytogenes e L. ivanovii em relação a outras espécies de Listeria 
(Oxoid 2004). De fato, após o passo de enriquecimento seletivo em meio ONE Broth-
Listeria (Oxoid) e incubação em meio ALOA (Ottaviani 1997), podem obter-se  
essencialmente dois tipos de colónias: azuis/verdes com halo ou azuis/verdes sem halo 
(Figura 6), sendo que as primeiras correspondem a L. monocytogenes ou L. ivanovii e 
as segundas a Listeria spp., entre as quais L. innocua (Oxoid 2017). No final deste 
processo é necessário realizar um teste de fermentação de ramnose em colónias azuis 
com halo, para identificação de colónias típicas de L. monocytogenes ramnose positivas, 
e as distinguir de L. ivanovii, que são ramnose negativas (Tabela 12). 
 
                                                         FCUP 
                                                     Controlo da Qualidade Microbiológica de Alimentos, Águas e Superfícies  
                                                   Caracterização de isolados de Listeria monocytogenes recolhidos em laboratório |55 
 
Tabela 12- Características de colónias dos microrganismos representados em meio 
ALOA e respetiva capacidade de fermentação de ramnose. 
Microrganismo Colónias em meio Aloa Fermentação ramnose 
Listeria monocytogenes Azuis com halo + 
Listeria ivanovii Azuis com halo - 
L. innocua Azuis sem halo +/- 
Cellulosimicrobium funkei Verdes com halo esbranquiçado - 
Enterococcus faecalis Azul-esverdeadas sem halo +/- 
  + : fermenta ramnose; - : não fermenta ramnose; +/- : pode fermentar ramnose 
 
O meio de enriquecimento seletivo ONE Broth-Listeria (Oxoid) promove a 
recuperação e crescimento de Listeria spp., pelo que pode ocorrer o crescimento de 
outras espécies de Listeria, como L. ivanovii e L. innocua, juntamente com L. 
monocytogenes. Após incubação em meio ALOA, é necessário avaliar minuciosamente 
a morfologia das colónias, de maneira a garantir que são apenas retiradas para 
confirmação as colónias típicas para L. monocytogenes, azuis/verdes com halo. Caso a 
morfologia seja mal avaliada e seja escolhida para confirmação uma colónia não típica 
para L. monocytogenes, pertencente a uma estirpe ramnose positiva, como L. innocua 
(Petran and Swanson 1993, McLauchlin 1997), poderá verificar-se a ocorrência de 
falsos positivos.  
 
 
Fig. 6- Morfologia típica de colónias de L. innocua, à esquerda e de L. monocytogenes e L. ivanovii, à direita, em meio 
ALOA (Sigma) 
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Em amostras onde a flora bacteriana secundária é muito elevada (Figura 7), 
pode ocorrer a co-extração de uma colónia típica para L. monocytogenes e de uma outra 
colónia atípica para realização do teste de confirmação. Neste caso, se a colónia típica 
pertence efetivamente a L. monocytogenes, não há interferência da colónia atípica no 
resultado. No entanto, caso a colónia típica pertença a L. ivanovii e a atípica a uma 
bactéria ramnose positiva, pode verificar-se novamente um resultado falso positivo. 
Para prevenir situações como a descrita, seria recomendável a adição de um passo de 
isolamento de uma única colónia típica de L. monocytogenes, novamente em meio 
ALOA, de modo a obter uma cultura pura para confirmação por fermentação de 
ramnose. 
 
Fig. 7- Colónias de L. monocytogenes em meio ALOA quando a flora bacteriana secundária é muito elevada (Stessl, Luf 
et al. 2009, Biolife 2010) 
 
Apesar do meio ALOA ser seletivo e diferencial para Listeria, existem outros 
microrganismos, como Bacillus spp., Cellulosimicrobium spp., Enterococcus spp. e 
Staphylococcus spp. capazes de crescer na forma de colónias fenotipicamente muito 
similares às formadas por Listeria. A identificação das colónias de Listeria em meio 
ALOA é baseada na atividade da β-glucosidase, presente quer em espécies de Listeria 
quer nos microrganismos enumerados acima, que cliva o cromogéneo e dá origem à 
coloração verde/azul das colónias (Angelidis, Kalamaki et al. 2015). Apesar de os 
Enterococcus spp. possuirem atividade β-glucosidase, no meio ALOA estão 
incorporados agentes seletivos (cloreto de lítio, polimixina B e ácido nalidíxico) com o 
objetivo de inibir o seu crescimento (Greenwood, Willis et al. 2005, Oxoid 2017). Não 
obstante, estudos mostram que esta bactéria cresce em meio ALOA na forma de 
colónias azul-esverdeadas sem halo (Fig. 8) (Vlaemynck, Lafarge et al. 2000, Willis, 
Baalham et al. 2006, Stessl, Luf et al. 2009, Angelidis, Kalamaki et al. 2015). À exceção 
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da ausência de halo, as colónias formadas pela espécie E. faecalis são 
morfologicamente muito similares às formadas por L. monocytogenes no mesmo meio 
(Figura 6) e, para além disso, podem fermentar ramnose (Manero and Blanch 1999, 
Ziadi, Mhir et al. 2016). Assim, caso as colónias de E. faecalis sejam erradamente 
identificadas como típicas de L. monocytogenes e confirmadas por um teste de 
fermentação de ramnose positivo, ocorrerá uma confirmação errada da presença de L. 
monocytogenes no alimento ou superfície analisada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8- Colónias típicas para Enterococcus sp. (esquerda) e Cellulosimicrobium funkei (direita) em meio ALOA  (Angelidis, 
Kalamaki et al. 2015) 
 
Cellulosimicrobium spp. é uma espécie de bactéria muito raramente isolada a 
partir de alimentos (Angelidis, Kalamaki et al. 2015) e, possivelmente por essa razão, 
não existem agentes seletivos no meio ALOA com o propósito de inibir o seu 
crescimento. Deste modo, a espécie Cellulosimicrobium funkei consegue desenvolver-
se em meio ALOA, onde forma colónias verdes com halo esbranquiçado (Figura 8), 
similares às colónias típicas para L. monocytogenes nesse meio (Angelidis, Kalamaki et 
al. 2015). Contudo C. funkei não fermenta ramnose (Brown, Steigerwalt et al. 2006) e 
portanto não deveria dar origem a falsos positivos no teste de confirmação utilizado. 
Um falso positivo pode ter consequências significativas a nível económico para 
a empresa, pois poderá levar à rejeição de todo o lote ao qual o alimento identificado 
como contaminado pertence. Pode ainda ocorrer a paragem das linhas de produção 
para se proceder à desinfeção de superfícies e equipamentos, levando à diminuição ou 
paragem da produção de determinados produtos nesse intervalo de tempo. Neste 
contexto abordagens moleculares podem ser fundamentais para determinar 
inequivocamente a identidade dos isolados. Tendo em conta que os grupos bacterianos 
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descritos que podem dar origem a falsos positivos pertencem a outros géneros, a 
sequenciação parcial do gene 16S rRNA pode facilmente resolver este conflito na 
identificação. Aliás esta foi a abordagem seguida por Angelidis et al. (2015) para 
identificarem outros grupos bacterianos que podem ser isolados com o ALOA, 
nomeadamente os já referidos C. funkei e Enterococcus faecalis, e outras espécies 
ubíquas que podem ocorrer nos alimentos como espécies de Bacillus spp. e 
Staphylococcus spp. 
Para além da possibilidade de acontecerem falsos positivos, há ainda estudos 
que descrevem a ocorrência de falsos negativos para a presença de L. monocytogenes 
em meio ALOA (Vlaemynck, Lafarge et al. 2000, Leclercq 2004, Becker, Schuler et al. 
2006, Stessl, Luf et al. 2009). Poderá assim ocorrer a entrada de alimentos 
contaminados com L. monocytogenes para a cadeia de distribuição, com possíveis 
consequências nefastas para os consumidores. 
 
Sequenciação parcial do gene 16S rRNA de presumíveis L. 
monocytogenes  
 A sequenciação parcial do gene 16S rRNA é frequentemente utilizada para 
identificar e diferenciar microrganismos, permitindo a caracterização taxonómica e 
filogenética de bactérias (Langille, Zaneveld et al. 2013). Embora os polimorfismos do 
gene 16S rRNA sejam na generalidade informativos para caracterizar isolados a nível 
do género, a verdade é que frequentemente não permitem a identificação segura a nível 
da espécie. De fato, discriminar entre L. monocytogenes e L. innocua pela análise das 
sequências do gene 16S rRNA, não é seguro devido à elevada similaridade (99,2%) de 
sequências deste gene para estas duas espécies (Soni and Dubey 2014). 
Nos resultados da análise da sequência parcial do gene 16S rRNA (Anexo I e II), 
ilustrados na Tabela 13, dos 56 isolados obtidos como presuntivos L. monocytogenes, 
9 isolados (Lm3, Lm5, Lm13, Lm17, Lm31, Lm44a, Lm45, Lm46 e Lm47) foram 
inconclusivos acerca da espécie de Listeria à qual pertencem, nomeadamente L. 
monocytogenes ou Listeria innocua, com similaridades de 98% a 100%. Para além dos 
resultados inconclusivos para estes 9 isolados, a comparação das sequências parciais 
do gene 16S rRNA mostrou ainda que 6 dos isolados não fazem parte do género Listeria: 
dois isolados foram identificados como Cellulosimicrobium sp. (Lm 1a, e Lm 40), um 
isolado como Lysinibacillus fusiformis (Lm4b) e os restantes três isolados foram 
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identificados como Enterococcus faecalis (Lm30a/b, Lm44b e Lm52). Curiosamente 
estes resultados confirmam os trabalhos de Angelidis et al. (2016) relativos ao carácter 
não seletivo do meio ALOA para Cellulosimicrobium sp. e Enterococcus faecalis, sendo 
que mesmo o teste da ramnose não permitiu excluir o isolado de Cellulosimicrobium sp. 
como seria de esperar.  Relativamente a estes dois grupos é importante salientar que a 
sua presença nas amostras de alimentos analisada não pode ser considerada uma 
situação de exceção, pelo que a existência de falsos positivos relativos a estes grupos 
pode ser mais comum do que seria expectável. De fato, E. faecalis é uma bactéria Gram-
positiva que faz parte da flora intestinal normal de humanos e mamíferos (Kuriyan, 
Sridhar et al. 2014), podendo mesmo estar presente em secreções (orofaringeal e 
vaginal) e na pele (Ceci, Delpech et al. 2015). Não é portanto surpreendente que estas 
bactérias, consideradas como um indicador de contaminação fecal (Byappanahalli, 
Nevers et al. 2012), sejam facilmente isoladas de uma variedade de ambientes, como 
solo, areia, vegetação e águas. Adicionalmente, como bactérias comensais do trato 
gastrointestinal, incluindo de animais lactantes, são contaminantes frequentes de leite 
cru ou queijos produzidos com leite não tratado (Angelidis, Kalamaki et al. 2015), pelo 
que compartilha os mesmos nichos de L. monocytogenes. A reforçar estes dados, é 
importante referir que os quatro isolados identificados como E. faecalis (Lm30a/b, Lm 
44b, Lm52) pela análise da sequência parcial do gene 16S rRNA, foram obtidos a partir 
de queijos, tornando provável que a contaminação dos queijos com este microrganismo 
tenha ocorrido através da utilização de leite contaminado que não terá sido devidamente 
tratado.  
Quanto a Cellulosimicrobium sp, são bacilos Gram-positivos, não-esporulantes 
(Brown, Steigerwalt et al. 2006), simbióticos e xilanolíticos, geralmente isolados de 
ambientes como o solo, o organismo humano ou de animais, mas muito raramente 
encontradas em matrizes alimentares. Este género compreende três espécies: C. 
cellulans, C. funkei e C. terreum, sendo esta última mais distante geneticamente das 
restantes, pelo que é possível discrimina-la através da sequência do gene 16S rRNA 
(Bakalidou, Kampfer et al. 2002). Estes microrganismos têm uma temperatura ótima de 
crescimento entre os 20 °C e os 25 °C, mas conseguem desenvolver-se entre os 0 °C e 
os 30 °C (Antony, Krishnan et al. 2009), pelo que a refrigeração de matérias-primas ou 
produtos lácteos não condiciona a sua ocorrência nestas matrizes alimentares. O 
isolado Lm1b, recolhido juntamente com uma colónia de L. monocytogenes (Lm1a), foi 
obtido de uma amostra de bife de frango panado ultracongelado, e corresponde de fato 
a um isolado de Cellulosimicrobium sp., o que está de acordo com um estudo prévio 
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que mostra que esta bactéria consegue sobreviver a temperaturas de congelamento 
(Antony, Krishnan et al. 2009).   
 
Tabela 13 - Resultados obtidos por sequenciação do gene 16S rRNA e multiplex PCR 
para os 56 isolados de L. monocytogenes. 
Empresa 
Isolados 
(Lm) 
Sequenciação e multiplex 
PCR 
Complexos clonais 
 
#1 
 
1a1 
 
Linhagem I 
 
CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
1b1 Cellulosimicrobium sp 
 
4a1 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
4b1 Lysinibacillus fusiformis - 
5 L. monocytogenes/L. innocua - 
39 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
#2 2 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
40 Cellulosimicrobium sp - 
#3 3 L. monocytogenes/L. innocua  CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
#4 6 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
8 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
9 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
 
10 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
11 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
13 L. monocytogenes/L. innocua - 
 
14 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
15  Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
16 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
17 L. monocytogenes/L. innocua - 
 
18 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
19 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
20 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
21 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
22 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
23 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
 
24 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
 
25 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
26 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
27 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
28 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
29 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
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30 a/b1 Enterococcus faecalis - 
 
31 L. monocytogenes/L. innocua - 
 
32 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
33 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
34 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
 
35 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
 
36 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
41 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
 
42 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
#5 7 Linhagem II  CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
#6 12 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
#7 37 Linhagem I ou II CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
#8 38 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
 
44a1 L. monocytogenes/L. innocua - 
 
44b1 Enterococcus faecalis - 
 
45 L. monocytogenes/L. innocua - 
 
46 L. monocytogenes/L. innocua - 
 
47 L. monocytogenes/L. innocua - 
 
49 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
 
50 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
 
51 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
 
52 Enterococcus faecalis - 
#9 43 Linhagem II CC7, CC8, CC121, CC155 e CC9 
48 Linhagem I CC1, CC2, CC4, CC6, CC3 e CC5 
1
Uma amostra deu origem a dois isolados, designados por a e b. 
 
Para além da possível ocorrência de falsos positivos a partir do método descrito 
para pesquisa de L. monocytogenes em amostras de alimentos, convêm ainda resolver 
erros na identificação da espécie de Listeria. Importa assim implementar metodologias 
complementares de identificação que permitam a distinção clara entre L. 
monocytogenes e as restantes espécies de Listeria spp. Atualmente, as abordagens 
moleculares ocupam uma posição privilegiada para conseguir num curto espaço de 
tempo e a custos reduzidos, a identificação inequívoca da maior parte de 
microrganismos associados a toxi-infecções alimentares. Alguns destes métodos 
moleculares permitem inclusivamente a caracterização de genótipos, o que se torna 
particularmente valioso para inferências epidemiológicas. Um exemplo do potencial de 
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genotipagem destas técnicas é o método descrito por Cocolin et al (2002), onde é 
possível diferenciar L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri e L. 
ivanovii através da amplificação por PCR de um fragmento do gene iap e a posterior 
análise dos produtos de PCR através de eletroforese em gradiente desnaturante 
(DGGE) (Cocolin, Rantsiou et al. 2002). O gene iap, que codifica a proteína p60, possui 
regiões comuns e variáveis dentro do género Listeria. Segundo Burbet et al. (1992) as 
regiões terminais 5’ e 3’ do gene iap são altamente conservadas entre a espécie, 
permitindo selecionar primers específicos. Por outro lado, a sequência da parte central 
deste gene, que surge conservada dentro de cada espécie de Listeria, mostrou ser 
altamente variável entre diferentes espécies de Listeria. Estas características levam a 
que o gene iap seja um alvo por excelência para a diferenciação de Listeria spp. por 
análise de polimorfismos no gene (Bubert, Kohler et al. 1992). O potencial de 
genotipagem do gene iap permite assim fazer um rastreamento rápido de isolados de 
Listeria eventualmente pertencentes a diferentes espécies. 
  
Determinação da linhagem dos isolados de L. monocytogenes por 
multiplex PCR 
Chenal-Francisque et al. (2015) propuseram um método de multiplex PCR para 
identificar de forma rápida 11 dos clones mais comuns de L. monocytogenes e 
respetivas linhagens (Tabela 4). Com o objetivo de contribuir para esclarecer a 
identidade clonal dos isolados de Listeria sp. obtidos e avaliar a persistência de 
determinados genótipos nas matérias primas e instalações das empresas em estudo, 
foi realizado um duplex PCR em todos os isolados para deteção dos loci lmo1077 e 
LMOf2365_2638, de acordo com o descrito. 
Em 4 das 9 empresas estudadas (#3, #5, #6 e #7) e considerando o total de 
diferentes amostras analisadas, foram isolados clones de L. monocytogenes apenas a 
partir de uma amostra proveniente de cada uma destas empresas (Tabela 11). Na 
empresa #2 foram inicialmente recolhidas duas amostras de alimentos a partir das quais 
foi possível obter dois isolados identificados como L. monocytogenes. Contudo, por 
análise da sequência parcial do gene 16S rRNA verificou-se que um dos isolados 
(Lm40) correspondia a Cellulosimicrobium sp (Tabela 13). 
Desta forma, em 55% empresas abrangidas pelo estudo e considerando as 
várias amostragens feitas, apenas uma das amostras de cada empresa mostrou ser 
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positiva para a presença de L. monocytogenes. O fato de nas análises posteriores feitas 
a amostras destas empresas não ter sido detetada L. monocytogenes, sugere que a sua 
presença foi episódica e que estas empresas terão implementado medidas de 
desinfeção eficazes nas instalações após a contaminação, e/ou adotado um controlo 
mais apertado das matérias primas, prevenindo o reaparecimento de L. monocytogenes 
nas amostras analisados posteriormente.  
 Na empresa #1, com exceção do isolado Lm5, todos os presumíveis isolados de 
L. monocytogenes foram confirmados através da análise da sequência parcial do gene 
de 16S rRNA. Adicionalmente, em duas amostras, para além de isolados de L. 
monocytogenes (Lm1 e Lm4), foram ainda co-isoladas colónias de Cellulosimicrobium 
spp. (Lm1b) e Lysinibacillus fusiformis (Lm4b), respetivamente. Estas bactérias 
surgiram, portanto, associadas a culturas de isolados de L. monocytogenes, que não 
estariam puras. À exceção do isolado Lm39, que foi obtido em Março de 2017, os 
restantes isolados (Lm1a e Lm4a) foram recolhidos durante o mês de Novembro de 
2016. Dos três isolados de L. monocytogenes obtidos a partir de amostras provenientes 
da empresa #1 foi possível determinar que o isolado Lm1a pertencia à linhagem I e os 
isolados Lm4a e Lm39 à linhagem II (Tabela 13). Estes dados de caracterização 
genotípica sugerem a existência de diferentes focos de contaminação na empresa. Para 
além disso, o surgimento de dois isolados pertencentes à linhagem II, recolhidos com 
um intervalo temporal de quatro meses, sugere uma desinfeção deficiente das 
instalações, permitindo a manutenção e crescimento da bactéria ou recontaminação 
com uma estirpe de L. monocytogenes da mesma linhagem, através da introdução de 
novas matérias-primas no processo de produção. 
 A empresa #4 foi aquela onde foram identificadas mais amostras alimentares 
positivas para L. monocytogenes, tendo sido obtido um total de 31 presumíveis isolados 
de L. monocytogenes, ou seja 56% do número total de isolados obtidos no período de 
análise e para o conjunto das nove empresas. Destes 31 isolados, a análise da 
sequência parcial do gene 16S rRNA revelou que dois dos isolados obtidos a partir de 
queijo de ovelha, vaca e cabra pertenciam a Enterococcus faecalis (Lm30a/b), e não foi 
conclusiva acerca da espécie de Listeria de três isolados (Lm13, Lm17 e Lm31), não 
sendo possível discriminar entre L. monocytogenes ou L. innocua. No entanto, a partir 
das análises de genotipagem por duplex PCR dos loci lmo1077 e LMOf2365_2638 
(Figura 9), a ausência de amplificação sugere que se tratam de isolados de L. innocua, 
ou de clones de L. monocytogenes negativos para a presença destes loci. Neste sentido 
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importa relembrar que esta técnica de genotipagem, proposta por Chenal-Francisque et 
al. (2015), apenas permite identificar os 11 clones mais comuns de L. monocytogenes.  
 
 
Fig. 9- Duplex PCR dos genes lmo 1077 e LMOf2365_2638 dos isolados de L. monocytogenes, com 334 pb e 194 pb, 
respetivamente (Chenal-Francisque, Maury et al. 2015). 
 
Ainda para a mesma empresa (#4), dos restantes isolados obtidos, seis 
pertencem à linhagem I (Lm9, Lm23, Lm24, Lm34, Lm35 e Lm41) e vinte pertencem à 
linhagem II (Lm6, Lm8, Lm10, Lm11, Lm14, Lm15, Lm16, Lm18, Lm19, Lm20, Lm21, 
Lm22, Lm25, Lm26, Lm27, Lm28, Lm29, Lm32, Lm33, Lm36, Lm42). Dois dos isolados 
pertencentes à linhagem II, Lm32 e Lm36, foram obtidos a partir de redes de fabrico de 
queijo após desinfeção e molde de fabrico de queijo, respetivamente. Neste contexto, 
pode estabelecer-se uma relação entre as superfícies contaminadas com L. 
monocytogenes e os isolados que pertencem à linhagem II, sugerindo que a 
contaminação terá ocorrido através do contato com as redes e os moldes de fabrico.  
Nas cinco datas distintas em que se processaram amostras positivas para L. 
monocytogenes para esta empresa (Tabela 11), verificou-se o isolamento tanto de 
estirpes da linhagem I como II, com exceção da data 03/01/2017, onde apenas foi obtido 
um isolado (Lm6). Este perfil parece sugerir que as instalações da empresa foram alvo 
de diferentes contaminações, provenientes de várias fontes, que podem ter ocorrido 
devido à falta de boas práticas de higiene e/ou a um controlo deficiente das matérias 
primas usadas nos processos. As evidências de que as contaminações persistiram 
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durante, no mínimo, um mês nos alimentos produzidos, mostra que a empresa após ter 
sido notificada terá permitido a ocorrência de novas contaminações pós-desinfeção, 
possivelmente através da entrada de matérias primas contaminadas, e/ou foi incapaz 
de eliminar eficazmente o foco ou focos de contaminação, através da limpeza e 
desinfeção dos equipamentos e das instalações. Aliás, a deteção de um isolado de L. 
monocytogenes (Lm32) em redes de fabrico de queijo após desinfeção, é um indicador 
claro da ineficácia dos desinfetantes utilizados pela empresa #4 na eliminação de 
biofilmes da bactéria nos equipamentos e instalações da empresa. 
Na empresa #8 foram identificadas 9 amostras alimentares contaminadas com 
L. monocytogenes, sendo que em quatro destas amostras, que resultaram nos isolados 
Lm44a, Lm45, Lm46 e Lm47, não foi possível confirmar se os isolados pertenciam a L. 
monocytogenes ou L. innocua. No entanto, de modo similar ao descrito para as 
amostras Lm13, Lm17 e Lm31, a ausência de amplificação dos loci lmo1077 e 
LMOf2365_2638 nas análises de genotipagem por duplex PCR (Figura 9) para os 
isolados Lm44a, Lm45, Lm46 e Lm47 sugere que se tratam de isolados de L. innocua, 
ou de clones de L. monocytogenes negativos para a presença destes loci. Para os 
restantes isolados da empresa #8, os estudos de genotipagem por duplex PCR 
permitiram identificar os isolados Lm38, Lm50 e Lm51 como pertencentes à linhagem I 
e o isolado Lm49 como pertencente à linhagem II, evidenciando a existência de múltiplas 
fontes de contaminação de L. monocytogenes nos produtos alimentares da empresa #8, 
uma vez que os isolados pertencem a duas linhagens distintas. Os isolados Lm49, Lm50 
e Lm51, foram obtidos em datas de amostragem separadas aproximadamente por um 
mês em relação ao isolado Lm38 (17/04/2017 e 8/03/2017, respetivamente) (Tabela 11), 
sugerindo a persistência da contaminação por uma estirpe de L. monocytogenes 
pertencente à linhagem I durante pelo menos um mês ou a contaminação por outras 
estirpes de L. monocytogenes pertencentes à linhagem I. 
Os isolados Lm43 e Lm48, isolados a partir de alimentos produzidos na empresa 
#9, foram identificados como L. monocytogenes pertencentes à linhagem II e linhagem 
I, respetivamente. Os isolados foram obtidos em duas datas distintas, num intervalo de 
tempo de sete dias (Tabela 11), pelo que se pode considerar que, após o aparecimento 
do primeiro alimento contaminado ocorreu uma limpeza eficaz das instalações e 
equipamentos de maneira a eliminar a bactéria Lm43. No entanto, ocorreu uma nova 
contaminação, provavelmente através da introdução de novas matérias primas na 
empresa, levando ao reaparecimento de L. monocytogenes, desta vez de uma linhagem 
diferente. 
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 No seu conjunto, os dados obtidos sugerem que a deteção de L. monocytogenes 
nos produtos de determinadas empresas, estará associado a focos de contaminações 
distintos das matérias primas e, nalguns casos, dos equipamentos e instalações. Os 
resultados obtidos sugerem a necessidade destas empresas implementarem planos de 
controlo de qualidade das matérias primas, com monotorização da presença de L. 
monocytogenes nas matérias primas aquando do início do processo de produção. Este 
rastreio das matérias primas permitiria, por um lado, excluir as matérias primas 
responsáveis pelas contaminações e, por outro lado, ser instrumental para que os 
próprios fornecedores avaliassem a qualidade do seu produto, e implementassem 
medidas corretivas adequadas que poderiam resultar em certificados de controlo de 
qualidade das matérias primas, com óbvias vantagens para toda a cadeia de produção. 
Relativamente às empresas com casos que sugerem persistência de um foco de 
contaminação ao longo do tempo, para além da análise das matérias primas, devem ser 
implementadas medidas complementares de higienização no que diz respeito à limpeza 
e desinfeção dos equipamentos e superfícies de forma a eliminar totalmente a 
contaminação.   
É ainda importante salientar que, ao considerar a origem animal do leite ou 
queijos analisados durante o estágio (Tabela 11) com resultado positivo para a presença 
de L. monocytogenes, verificou-se que apenas uma amostra não possuía na sua 
constituição leite de ovelha. Num estudo realizado em Portugal, Pintado et al. (2005) 
analisaram 63 queijos produzidos com leite de ovelha não pasteurizado na zona da 
Beira Baixa, com o objetivo de monitorizar a presença de Listeria spp. A espécie L. 
monocytogenes foi detetada em 29 (46%) isolados, dos quais 24 foram posteriormente 
serotipados (Pintado, Oliveira et al. 2005). Através desta técnica foi possível determinar 
que 96% dos isolados pertencem à linhagem I (serovars 4b e 1/2b) e que apenas 4% 
dos isolados pertencem à linhagem II (serovar 1/2a). Estes resultados evidenciam uma 
elevada prevalência de serovars pertencentes à linhagem I em leite de ovelha, em 
detrimento de serovars da linhagem II, ao contrário dos resultados obtidos neste 
trabalho, onde 72% dos isolados de L. monocytogenes pertencem à linhagem II e 
apenas 28% à linhagem I. É importante notar que a linhagem II é frequentemente 
associada a casos de listeriose esporádica em humanos, e a linhagem I, geralmente 
associada a surtos de listeriose e a sequelas ao nível do sistema nervoso central. É, 
assim, urgente a implementação de boas práticas de manufatura e a revisão do plano 
de HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point), de modo a eliminar focos de 
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contaminação de L. monocytogenes durante o processo de fabrico (Orsi, den Bakker et 
al. 2011, Melo, Andrew et al. 2015). 
Embora os estudos de genotipagem realizados apresentem fragilidades, desde 
logo por não permitirem discriminar clones menos comuns de L. monocytogenes 
(Chenal-Francisque et al. 2015), a abordagem de identificação por sequenciação do 
gene 16S rRNA e genotipagem por duplex PCR realizada neste trabalho, demonstra a 
necessidade de rever o método utilizado no laboratório para a deteção e identificação 
de L. monocytogenes em amostras alimentares. Estudos de genotipagem mais 
detalhados permitiriam determinar inequivocamente o clone a que determinado isolado 
de L. monocytogenes pertence, resolvendo assim a incerteza sobre os resultados de 
persistência obtidos. De fato, saber se isolados de L. monocytogenes obtidos em 
amostras com diferentes origens, correspondem ou não à mesma linhagem, é 
fundamental para determinar a origem do(s) foco(s) de contaminação, permitindo que 
as empresas estabeleçam medidas mais apertadas, não só durante os processos de 
receção e armazenamento de matérias primas, mas também a nível da higiene dos 
processos.  
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Ocorrência de L. monocytogenes em Portugal 
 
Apesar de relativamente rara, a listeriose humana é uma das doenças de origem 
alimentar com taxas de mortalidade e hospitalização mais elevadas, que pode ter 
consequências graves particularmente nas parturientes e nos mais idosos (Doganay 
2003, Clauss and Lorber 2008, Almeida 2009, WHO 2015). Para que as estratégias de 
redução das contaminações de L. monocytogenes sejam eficazes, é necessário 
conhecer a ocorrência e persistência destes microrganismos em cada tipo de alimento, 
a sua distribuição no ambiente e em unidades de processamento alimentar. É, por isso, 
evidente o interesse em desenvolver estudos que permitam avaliar estas variáveis e 
que sejam informativos para levar a um controlo mais eficiente da proliferação de L. 
monocytogenes em alimentos. 
Grande parte dos estudos realizados em Portugal acerca de L. monocytogenes 
têm como propósito investigar a incidência desta bactéria em amostras alimentares, 
geralmente com posterior caracterização por serotipagem e/ou genotipagem com 
diferentes objetivos (Duarte G. 1995, Guerra, McLauchlin et al. 2001, Mena, Almeida et 
al. 2004, Azevedo, Regalo et al. 2005, Almeida, Morvan et al. 2010, Magalhaes, Almeida 
et al. 2015, Henriques, Cristino et al. 2017). Alguns desses estudos focam a sua 
pesquisa essencialmente na análise de queijos, uma vez que este tipo de matriz 
alimentar tem sido constantemente implicado em surtos e em casos de listeriose 
esporádica (Pintado, Oliveira et al. 2005, Kongo, Malcata et al. 2006, Leite, Rodrigues 
et al. 2006, Almeida, Figueiredo et al. 2007, Gameiro, Ferreira-Dias et al. 2007, Almeida, 
Magalhaes et al. 2013, Magalhaes, Almeida et al. 2015). 
Não deve também ser negligenciada a pressão seletiva exercida pela utilização 
generalizada de antibióticos em humanos e animais, que se sabe promover o 
aparecimento de bactérias resistentes, incluindo espécies de Listeria que eram 
consideradas suscetíveis a todos os antibióticos, com exceção para cefalosporinas e 
fosfomicina (Hof 1991, Hof, Nichterlein et al. 1997, Charpentier and Courvalin 1999). É, 
assim, de extrema relevância a realização de estudos que descrevam a resistência 
antimicrobiana em isolados de L. monocytogenes provenientes de alimentos e amostras 
clinicas, existindo já algumas publicações com origem em Portugal dedicados a este 
tópico (Antunes, Reu et al. 2002, Ferreira, Barbosa et al. 2011, Barbosa, Magalhaes et 
al. 2013). 
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Conclusões 
 
Este trabalho conciliou a experiência adquirida nas rotinas da análise 
microbiológica de alimentos num laboratório certificado para o efeito, Laboratório Brito 
Rocha Lda., com a aplicação complementar e inovadora de abordagens moleculares 
que dão resposta efetiva a questões pertinentes que os métodos atualmente certificados 
não são capazes, como a determinação da origem das contaminações. Se é certo que 
algumas destas abordagens moleculares poderiam ser consideradas, no passado, um 
ónus financeiro não sustentável, os custos atuais destes métodos são reduzidos, e 
arrisco-me a dizer, inferior ao que resulta do prejuízo financeiro da exclusão comercial 
de um produto por contaminação. Sendo verdade que os métodos atualmente 
certificados para a análise de alimentos ainda não incorporem, na sua generalidade, a 
obrigatoriedade de análises mais finas, os enormes avanços nesta área e as evidentes 
limitações dos métodos certificados, levarão a que num futuro próximo as agências de 
regulamentação internacional para a segurança alimentar, venham a sugerir a 
necessidade de rever a certificação dos métodos de análise de alimentos.  
Por último, seria ainda de grande interesse a criação de uma base de dados que 
compilasse os resultados de todas as análises microbiológicas realizadas relativamente 
a alimentos, águas, superfícies e manipuladores, feitas pelos laboratórios. Este recurso 
permitiria determinar alguns parâmetros informativos, nomeadamente a incidência de 
determinado microrganismo em alimentos/águas, contribuindo para a vigilância 
epidemiológica de agentes patogénicos. 
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Normas da International Organization for 
Standardization (ISO) 
 
 
NP 1828:1982 Colheita de amostras para análise microbiológica 
 
NP 3277-1:1987 Contagem de bolores e leveduras. Parte 1: Incubação a 25 °C 
 
ISO 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for 
the detection and enumeration of Listeria monocytogenes . Part 
1:Detection method 
 
NP 4343:1998 Pesquisa e quantificação de Estafilococos 
 
ISO 6222:1999 Water quality - Enumeration of culturable micro-organisms. Colony 
count by inoculation in a nutrient agar culture medium 
 
ISO 7899-2:2000 Water quality - Detection and enumeration of intestinal enterococci. Part 
2: Membrane filtration method 
 
ISO 16649-2:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for 
the enumeration of beta-glucuronidase-positive Escherichia coli - Part 
2: Colony-count technique at 44 degrees °C using 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl beta-D-glucuronide 
 
ISO 6579:2002 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for 
the detection of Salmonella spp. 
 
NP 4400-1:2002 - Regras gerais para contagem de Estafilococos coagulase positiva. 
Parte 1 - Técnica com confirmação de colónias 
 
ISO 7937:2004 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for 
the enumeration of Clostridium perfringens. Colony-count technique 
 
ISO 21528-2:2004 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal methods for 
the detection and enumeration of Enterobacteriaceae. Part 2: Colony-
count method 
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ISO 4832:2006 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for 
the enumeration of coliforms. Colony-count technique 
 
ISO 16266:2006 Water quality - Detection and enumeration of Pseudomonas aeruginosa. 
Method by membrane filtration 
 
ISO 19458:2006 Water quality - Sampling for microbiological analysis 
 
ISO 6887-2:2017 Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial 
suspension and decimal dilutions for microbiological examination. Part 
2: Specific rules for the preparation of meat and meat products 
 
ISO 6887-3:2017 Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial 
suspension and decimal dilutions for microbiological examination. Part 
3: Specific rules for the preparation of fish and fishery products 
 
ISO 6887-5:2010 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test 
samples, initial suspension and decimal dilutions for microbiological 
examination. Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk 
products 
 
ISO 6887-6: 2013 Microbiology of food and animal feed - Preparation of test samples, initial 
suspension and decimal dilutions for microbiological examination. Part 
5: Specific rules for the preparation of milk and milk products 
 
ISO 14189:2013 Water quality - Enumeration of Clostridium perfringens. Method using 
membrane filtration 
 
ISO 9308-1:2014 Water quality - Enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria. 
Part 1: Membrane filtration method for waters with low bacterial 
background flora 
 
ISO 16140-2:2016 Microbiology of the food chain - Method validation.  Part 2: Protocol for 
the validation of alternative (proprietary) methods against a reference 
method 
 
ISO 6887-1:2017 Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial 
suspension and decimal dilutions for microbiological examination. Part 
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1: General rules for the preparation of the initial suspension and decimal 
dilutions 
 
ISO 6887-4:2017 Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial 
suspension and decimal dilutions for microbiological examination. Part 
4: Specific rules for the preparation of miscellaneous products 
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Lm1a   GTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCG 
  GGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGAT 
  GGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT 
  AGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGA 
  TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA 
  GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG 
  TATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAG 
  GATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGG 
  CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC 
  GGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTG 
  AAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAG 
  TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA 
  TGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC 
  TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 
  ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTG 
  CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT 
  GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT 
  TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAC 
  CACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCA 
  TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA 
  GCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTG 
  ACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC 
  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTC 
  GCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGAT 
  TGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGA 
  TCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC 
  ACACCACGAGAG 
 
  
Lm1b   TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATATGAGCCGCCTTCGCATGG 
  GGGTGGTTGGAAAGTTTTTCGGTCAGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCT 
  TGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAG 
  AGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA 
  GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACG 
  CCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAA 
  GAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCC 
  AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC 
  GTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGGTGTGAAAACTCGAGGCT 
  CAACCTCGAGCTTGCATCGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAG 
  ACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACAC 
  CGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGCAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG 
  CATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGT 
  TGGGCACTAGGTGTGGGGCTCATTCCACGAGTTCCGTGCCGCAGCAAACG 
  CATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGG 
  AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGC 
  AACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGCACGGGAAGCCACCAGAGA 
  TGGTGGTCTCTTTGGACACTCGTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG 
  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT 
  CCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGT 
  CAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTC 
  TTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGT 
  AAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGC 
  AACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGC 
  TGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG 
 
Lm2   GGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGG 
  AAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTG 
  AAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTA 
  GTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGA 
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  GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG 
  GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC 
  CGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAG 
  AACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAG 
  CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG 
  TTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCT 
  GATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGA 
  CTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG 
  TAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAAC 
  TGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG 
  TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCC 
  TTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC 
  AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA 
  TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC 
  TTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGT 
  GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG 
  CAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCT 
  AAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA 
  TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAA 
  AGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGT 
  TCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAAT 
  CGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG 
  CCCGTCACACCACGAGAG 
 
Lm3   GAGCTTGCTCTTCCAAAGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCA 
  ACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAA 
  TGATAGAGTGTGGCGCATGCCACGCCTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCG 
  CTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCCTA 
  CCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG 
  ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC 
  GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTT 
  TCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTG 
  CTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA 
  GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCG 
  TAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTT 
  AACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGA 
  GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACC 
  AGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGC 
  GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT 
  GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCA 
  TTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAA 
  TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA 
  CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAG 
  AGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC 
  TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGAT 
  TTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAG 
  CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG 
  GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGG 
  TGGAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACT 
  CGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGG 
  TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTT 
  TGTAACACCCGAAG 
 
Lm4a   GTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCG 
  GGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGAT 
  GGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT 
  AGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGA 
  TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA 
  GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG 
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  TATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAG 
  GATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGG 
  CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC 
  GGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTG 
  AAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAG 
  TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA 
  TGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC 
  TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 
  ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTG 
  CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT 
  GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT 
  TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAC 
  CACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCA 
  TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA 
  GCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTG 
  ACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC 
  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTC 
  GCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGAT 
  TGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGA 
  TCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC 
 
Lm_4b   GACGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTT 
  GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG 
  TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA 
  GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGC 
  GTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAAC 
  AAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCA 
  CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG 
  TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGAT 
  GTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTT 
  GAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG 
  AGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTATCTGGTCTGTAACTGA 
  CACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG 
  TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTA 
  GTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAG 
  ACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT 
  GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGT 
  TGACCACTGTAGAGATATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTG 
  GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC 
  AACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTA 
  AGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA 
  TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAA 
  ACGGTTGCCAACTCGCGAGAGGGAGCTAATCCGATAAAGTCGTTCTCAGT 
  TCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAAT 
  CGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG 
   
Lm5   GTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGG 
  GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAGAGTGTGGCGCA 
  TGCCACGCTCTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGC 
  GGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCAT 
  AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG 
  ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT 
  GACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACT 
  GTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTA 
  TCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG 
  TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG 
  GTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATT 
  GGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA 
  GCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC 
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  TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 
  TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG 
  GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG 
  GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC 
  AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA 
  GGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGA 
  CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT 
  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTT 
  AGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGA 
  TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA 
  ATGGATGGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCATAA 
  AACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG 
  AATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGC 
  CTTGTACACACCGCCC 
 
Lm6   GTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGG 
  GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCA 
  TGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGC 
  GGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCAT 
  AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG 
  ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT 
  GACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACT 
  GTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTA 
  TCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG 
  TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG 
  GTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATT 
  GGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA 
  GCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC 
  TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 
  TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG 
  GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG 
  GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC 
  AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA 
  GGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGA 
  CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT 
  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTT 
  AGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGA 
  TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA 
  ATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAA 
  AACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG 
  AATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAT 
 
Lm7   GTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCG 
  GGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGAT 
  GGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT 
  AGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGA 
  TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA 
  GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG 
  TATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAG 
  GATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGG 
  CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC 
  GGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTG 
  AAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAG 
  TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA 
  TGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC 
  TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 
  ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTG 
  CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT 
  GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT 
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  TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAC 
  CACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCA 
  TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA 
  GCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTG 
  ACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC 
  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTC 
  GCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGAT 
  TGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGA 
  TCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC 
  ACACCACGAGAGTTT 
 
Lm8   AACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGA 
  ATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATC 
  GCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCT 
  ACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG 
  GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC 
  CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTT 
  TTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACT 
  GCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC 
  AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC 
  GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT 
  TAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAG 
  AGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACAC 
  CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAG 
  CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA 
  TGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGC 
  ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGA 
  ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA 
  ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACA 
  GAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG 
  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGA 
  TTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAA 
  GCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG 
  GGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAG 
  GTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAAC 
  TCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACG 
  GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC 
 
Lm9   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT 
  GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG 
  CGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGA 
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  CTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC 
  CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCG 
  CGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATT 
  GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGAT 
  CAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC 
 
Lm10   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT 
  GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG 
  CGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGA 
  CTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC 
  CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCG 
  CGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATT 
  GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGAT 
  CAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC 
 
Lm11   CACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC 
  TAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTT 
  TCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGG 
  TAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG 
  CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG 
  GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATG 
  AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATA 
  AGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA 
  CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAT 
  TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAG 
  CCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCA 
  GAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTG 
  GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG 
  GCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC 
  CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 
  AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAA 
  CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA 
  TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACT 
  CTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGT 
  TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 
  AACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTG 
  CCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT 
  TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCGCGA 
  AGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATTGTA 
  GGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAG 
  CATGCCACGGTGAATACG 
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Lm12   CACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC 
  TAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTT 
  TCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGG 
  TAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG 
  CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG 
  GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATG 
  AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATA 
  AGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA 
  CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAT 
  TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAG 
  CCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCA 
  GAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTG 
  GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG 
  GCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC 
  CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 
  AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAA 
  CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA 
  TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACT 
  CTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGT 
  TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 
  AACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTG 
  CCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT 
  TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCGCGA 
  AGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATTGTA 
  GGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAG 
  CATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC 
  CACGAGAG 
 
Lm13   AACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGA 
  ATAATAAGTGGTGGCGCATGCCACGGCTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATC 
  GCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCT 
  ACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG 
  GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC 
  CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTT 
  TTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACT 
  GCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC 
  AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC 
  GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT 
  TAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAG 
  AGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACAC 
  CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAG 
  CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA 
  TGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGC 
  ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGA 
  ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA 
  ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACA 
  GAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG 
  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAA 
  TTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAA 
  GCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG 
  GGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAG 
  GTGGAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAAC 
  TCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACG 
  GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGT 
  TTGTAACA 
 
Lm14   AAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTG 
  AAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTA 
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  GTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGA 
  GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG 
  GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC 
  CGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAG 
  AACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAG 
  CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG 
  TTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCT 
  GATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGA 
  CTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG 
  TAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAAC 
  TGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG 
  TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC 
 
Lm15   TGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGA 
  TAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTT 
  ACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCA 
  AGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT 
  GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA 
  ATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCG 
  GATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTT 
  GTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA 
  GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA 
  AGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAAC 
  CGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG 
  GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGT 
  GGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTG 
  GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG 
  TGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA 
  AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG 
  ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 
  GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGC 
  TTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG 
  TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTT 
  AGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCG 
  GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT 
  ACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGG 
  AGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGC 
  CTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGA 
  ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG 
 
Lm16   TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAGTGTGGCGCATGCC 
  ACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTG 
  CATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCC 
  GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC 
  CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG 
  GAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTG 
  TTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTA 
  ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG 
  TGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCT 
  TTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAA 
  ACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGG 
  TGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG 
  GTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 
  ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGT 
  TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG 
  TACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 
  GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 
  TTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAA 
  GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT 
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  TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTT 
  GGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGAC 
  GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG 
  ATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACT 
  ATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATC 
  GCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG 
  TACACACCGCCC 
 
Lm17   GGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATA 
  CCGAATGATAAGATGTGGCGCATGCCACGCCTTTGAAAGATGGTTTCGGC 
  TATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATG 
  GCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA 
  CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT 
  CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAA 
  GGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGT 
  AACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACG 
  TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATT 
  GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCC 
  GGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGA 
  GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGA 
  ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCG 
  AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA 
  ACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA 
  ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA 
  AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA 
  AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGA 
  GACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG 
  TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC 
  TTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGT 
  GCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA 
  CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCG 
  CGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTG 
  CAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGC 
  CACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGA 
  GAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTAGGGT 
 
Lm18   GTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGG 
  GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCA 
  TGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGC 
  GGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCAT 
  AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG 
  ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT 
  GACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACT 
  GTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTA 
  TCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG 
  TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG 
  GTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATT 
  GGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA 
  GCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC 
  TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 
  TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG 
  GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG 
  GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC 
  AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA 
  GGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGA 
  CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT 
  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTT 
  AGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGA 
  TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA 
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  ATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAA 
  AACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG 
  AATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGC 
  CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG 
 
Lm19   GGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGG 
  AAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTG 
  AAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTA 
  GTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGA 
  GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG 
  GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC 
  CGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAG 
  AACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAG 
  CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG 
  TTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCT 
  GATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGA 
  CTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG 
  TAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAAC 
  TGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG 
  TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCC 
  TTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC 
  AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA 
  TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC 
  TTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGT 
  GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG 
  CAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCT 
  AAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA 
  TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAA 
  AGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGT 
  TCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAAT 
  CGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG 
 
Lm20   TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGC 
  CACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGT 
  GCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGC 
  CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT 
  CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC 
  GGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTT 
  GTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCT 
  AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG 
  GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTC 
  TTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGA 
  AACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG 
  GTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT 
  GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA 
  GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGG 
  TTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA 
  GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG 
  CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT 
  CTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAA 
  AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG 
  TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGT 
  TGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGA 
  CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG 
  GATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAAC 
  TATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAAT 
  CGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT 
  GTACACACCGCCC 
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Lm21   TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGC 
  CACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGT 
  GCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGC 
  CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT 
  CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC 
  GGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTT 
  GTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCT 
  AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG 
  GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTC 
  TTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGA 
  AACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG 
  GTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT 
  GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA 
  GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGG 
  TTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA 
  GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG 
  CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT 
  CTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAA 
  AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG 
  TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGT 
  TGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGA 
  CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG 
  GATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAAC 
  TATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAAT 
  CGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT 
  GTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGT 
 
Lm22   GTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGG 
  GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCA 
  TGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGC 
  GGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCAT 
  AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG 
  ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT 
  GACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACT 
  GTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTA 
  TCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG 
  TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG 
  GTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATT 
  GGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA 
  GCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC 
  TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 
  TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG 
  GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG 
  GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC 
  AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA 
  GGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGA 
  CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT 
  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTT 
  AGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGA 
  TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA 
  ATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAA 
  AACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG 
  AATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGC 
  CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG 
 
Lm23   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
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  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT 
  GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG 
  CGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGA 
  CTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC 
  CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCG 
  CGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATT 
  GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGAT 
  CAGCATGCCAC 
 
Lm24   GTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAA 
  TACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCG 
  GCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAA 
  TGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 
  CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA 
  ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAG 
  AAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGA 
  GTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA 
  CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA 
  TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC 
  CCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAA 
  GAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAG 
  GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG 
  CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT 
  AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC 
  TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 
  AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC 
  GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTG 
  GAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT 
  CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC 
  CCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCG 
  GTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT 
  GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGC 
  CGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGC 
  TGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAT 
  GCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC 
 
Lm25   GTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAA 
  TACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCG 
  GCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAA 
  TGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 
  CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA 
  ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAG 
  AAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGA 
  GTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA 
  CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA 
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  TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC 
  CCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAA 
  GAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAG 
  GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG 
  CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT 
  AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC 
  TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 
  AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC 
  GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTG 
  GAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT 
  CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC 
  CCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCG 
  GTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT 
  GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGC 
  CGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGC 
  TGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAT 
  GCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAC 
  GAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTA 
 
Lm26   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT 
  GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG 
  CGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGA 
  CTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC 
  CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCG 
  CGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATT 
  GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGAT 
  CAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA 
  CACCACGAGAGTT 
 
Lm27   GTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAA 
  TACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCG 
  GCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAA 
  TGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 
  CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA 
  ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAG 
  AAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGA 
  GTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA 
  CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA 
  TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC 
  CCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAA 
  GAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAG 
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  GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG 
  CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT 
  AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC 
  TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 
  AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC 
  GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTG 
  GAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT 
  CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC 
  CCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCG 
  GTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT 
  GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGC 
  CGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGC 
  TGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAT 
  GCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAC 
  GAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTAGGGTAACCTTTATGGAGCCAGCC 
  GCCGAA 
 
Lm28   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT 
  GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG 
  CGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGA 
  CTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC 
  CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCG 
  CGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATT 
  GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGAT 
  CAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA 
  CACCACGAGAG 
 
Lm29   CAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCG 
  AATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTAT 
  CGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCC 
  TACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG 
  GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT 
  CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGT 
  TTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAAC 
  TGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC 
  CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG 
 
Lm30a   AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGT 
  TAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 
  TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATT 
  TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC 
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  CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAG 
  AAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG 
  AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG 
  CTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC 
  GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA 
  GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAAC 
  TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT 
  TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTC 
  TAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTT 
  GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA 
  ACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGC 
  CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT 
  TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTA 
  GACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCA 
  GGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG 
  CACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC 
 
Lm30b   AACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGC 
  ATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTG 
  CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCC 
  GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC 
  CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACC 
  GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG 
  TTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTA 
  ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG 
  TGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTT 
  CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAA 
  ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG 
  TGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG 
  GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 
  ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGT 
  TTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG 
  TACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 
  GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 
  TTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAA 
  GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT 
  TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTT 
  GGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA 
  CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG 
  GGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGC 
  TTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAAT 
  CGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT 
  GTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG 
 
Lm31   GTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCG 
  GGGCTAATACCGAATGATAGAGTGTGGCGCATGCCACGCTCTTGAAAGAT 
  GGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT 
  AGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGA 
  TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA 
  GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG 
  TATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAG 
  GATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGG 
  CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC 
  GGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTG 
  AAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAG 
  TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA 
  TGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC 
  TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 
  ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTG 
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  CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT 
  GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT 
  TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAC 
  CACTC 
 
Lm32   AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTC 
  GGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCT 
  TGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 
  AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTA 
  AAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAA 
  CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGT 
  GGAATTCCACGTGTAGC 
 
Lm33   CGGAGGAAGAGCTTGCTCTTCCAAAGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACA 
  CGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTA 
  ATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTC 
  GGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTA 
  ATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC 
  ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG 
  AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAA 
  GAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAG 
  AGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT 
  ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTT 
  ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 
  CCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGA 
  AGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGA 
  GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC 
  GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG 
  TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG 
  CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT 
  CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT 
  CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTT 
 
Lm34   GTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCG 
  GGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGAT 
  GGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT 
  AGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGA 
  TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA 
  GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG 
  TATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAG 
  GATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGG 
  CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC 
  GGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTG 
  AAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAG 
  TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA 
  TGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC 
  TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 
  ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTG 
  CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT 
  GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT 
  TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAC 
  CACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCA 
  TGGTTGTCGTC 
 
Lm35   GAGCTTGCTCTTCCAAAGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCA 
  ACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAA 
  TGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCG 
  CTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTA 
  CCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG 
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  ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC 
  GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTT 
  TCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTG 
  CTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA 
  GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCG 
  TAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTT 
  AACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGA 
  GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACC 
  AGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGC 
  GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT 
  GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCA 
  TTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 
 
Lm36   TTGCTCTTCCAAAGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT 
  GCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGAT 
  AAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTA 
  CAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAA 
  GGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG 
  AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA 
  TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGG 
  ATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTG 
  TCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG 
  CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAA 
  GCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACC 
  GGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG 
  AATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTG 
  GCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG 
  GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT 
  GCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA 
  GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA 
  CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG 
  AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAC 
 
Lm37   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT 
  GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG 
  CGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGA 
  CTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC 
  CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAAGGGTCG 
  CGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTTCGGATT 
  GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGAT 
  CAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA 
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  CACCACGAGAGTT 
 
Lm38   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT 
  GGTTGTCGTCAGCTCGTGTC 
 
Lm39   CACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC 
  TAATACCGAATGATAAAATGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTT 
  TCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGG 
  TAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG 
  CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG 
  GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATG 
  AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATA 
  AGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA 
  CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAT 
  TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAG 
  CCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCA 
  GAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTG 
  GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG 
  GCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC 
  CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 
  AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAA 
  CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA 
  TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACT 
  CTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGG 
 
Lm40   TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATATGAGCCGTCCTCGCATGG 
  GGGTGGTTGGAAAGTTTTTCGGTCAGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCT 
  TGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAG 
  AGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA 
  GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACG 
  CCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAA 
  GAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCC 
  AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC 
  GTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGGTGTGAAAACTCGAGGCT 
  CAACCTCGAGCTTGCATCGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAG 
  ACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACAC 
  CGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGCAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG 
  CATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGT 
  TGGGCACTAGGTGTGGGGCTCATTCCACGAGTTCCGTGCCGCAGCAAACG 
  CATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGG 
  AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGC 
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  AACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGCACGGGAAGC 
 
Lm41   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTC 
 
Lm42   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCAT 
  GGTTGTCGTCAGCTCGTGT 
 
Lm43   GTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGAT 
  GGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAA 
  CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA 
  CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC 
  GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGT 
  AAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCT 
  TGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG 
  GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCG 
  CGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGA 
  GGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC 
  CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA 
  GGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC 
  AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA 
  GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT 
  CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG 
  GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA 
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Lm44a   CCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAAT 
  GATAGAGTGTGGCGCATGCCACGCTCTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGC 
  TTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTAC 
  CAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA 
  CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG 
  CAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTT 
  CGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGC 
  TTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG 
  CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 
  AAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTA 
  ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAG 
  TGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCA 
  GTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG 
  TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG 
  AGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCAT 
  TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAAT 
  TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC 
  GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGA 
  GCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT 
  CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATT 
  TTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGC 
  CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG 
  CTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGT 
  GGAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTC 
  GCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGT 
  GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA 
 
Lm44b   GCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTG 
  TCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC 
  TCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT 
  GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT 
  TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG 
  TTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAA 
  CTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG 
  CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGG 
  GCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG 
  CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG 
  AGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAAC 
  ACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA 
  AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC 
  GATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAAC 
  GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAG 
  GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG 
  CAACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAC 
 
Lm45   GGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGA 
  GGTGGAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA 
  CTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCAC 
  GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG 
  TTT 
 
Lm46   GTGGCGCATGCCACGCTCTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGAT 
  GGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAA 
  CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA 
  CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC 
  GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGT 
  AAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCT 
  TGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG 
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  GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCG 
  CGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGA 
  GGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC 
  CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA 
  GGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC 
  AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA 
  GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT 
  CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG 
  GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA 
  CCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCC 
  TTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT 
  GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGC 
  CAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAA 
  GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 
  GTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAA 
  TCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACAT 
  GAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGT 
  TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG 
 
Lm47   TAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAGAGT 
  GTGGCGCATGCCACGCTCTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGAT 
  GGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAA 
  CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA 
  CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC 
  GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGT 
  AAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCT 
  TGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG 
  GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCG 
  CGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGA 
  GGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC 
  CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA 
  GGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC 
  AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA 
  GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT 
  CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG 
  GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA 
  CCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCC 
  TTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT 
  GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGC 
  CAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAA 
  GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 
  GTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAA 
  TCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACAT 
  GAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGT 
  TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA 
 
Lm48   TAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGG 
  GGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAGATG 
  GTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA 
  GGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT 
  CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
  TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGT 
  ATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGAACAAGG 
  ATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC 
  TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG 
  GATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA 
  AAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTGGAGT 
  GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT 
  GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT 
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  GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 
  CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC 
  TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 
  AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 
  TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC 
  ACTC 
 
Lm49 - 
 
Lm50   CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCC 
  GCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACTGTTGTTAGAGAAGA 
  ACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGC 
  CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT 
  TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTG 
  ATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGAC 
  TGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT 
  AGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACT 
  GACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT 
  AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT 
  TAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCA 
  AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT 
  GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT 
  TTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTG 
  GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC 
  AACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTA 
  AAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT 
  CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGTACAAA 
  GGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACTATTCTCAGTT 
  CGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATC 
  GTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC 
  CCGTCACACCACGAGAG 
 
Lm51   GTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGTTGG 
  GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCA 
  TGCCACGCTTTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGC 
  GGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCAT 
  AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG 
  ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT 
  GACGGAGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTACT 
  GTTGTTAGAGAAGAACAAGGATAAGAGTAACTGCTTGTCCCTTGACGGTA 
  TCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG 
  TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG 
  GTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATT 
  GGAAACTGGAAGACTGGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA 
  GCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC 
  TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 
  TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG 
  GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG 
  GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC 
  AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA 
  GGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTGGAGACAGAGCTTTCCCTTCGGGGA 
  CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT 
  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTTTAGTTGCCAGCATTT 
  AGTTGGGCACTCTAAAGTGACTGCCGGTGCAAGCCGGAGGAAGGTGGGGA 
  TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA 
  ATGGATAGTACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAA 
  AACTATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGG 
  AATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGC 
  CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG 
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Lm52   AACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGC 
  ATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTG 
  CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCC 
  GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC 
  CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACC 
  GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG 
  TTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTA 
  ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG 
  TGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTT 
  CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAA 
  ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG 
  TGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG 
  GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 
  ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGT 
  TTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG 
  TACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 
  GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 
  TTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAA 
  GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT 
  TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTT 
  GGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA 
  CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG 
  GGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGC 
  TTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAAT 
  CGCTAGTAATCGCGG 
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Identificação dos isolados bacterianos 
identificados por sequenciação do gene  
16S rRNA 
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Isolado E-value 
Acession 
Number 
Identities Estirpe 
Comprimento 
sequência 
16S (pb) 
Lm1a 0 KY940340 1312/1312 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm1b 0 KX527650 1239/1239 (100%) Cellulosimicrobium sp. 1349 
Lm2 0 KY940340 1318/1318 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm3 0 KX299051 1360/1364 (99%) L. monocytogenes 1401 
Lm4a 0 KY940340 1297/1297 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm4b 0 NR_112628 1203/1203 (100%) Lysinibacillus fusiformis  1477 
Lm5 0 NR_116805 1316/1316 (100%) L. innocua 1501 
 0 KX299051  1316/1316 (100%) L. monocytogenes 1401 
Lm6 0 KY940340 1272/1276 (99%) L. monocytogenes 1456 
Lm7 0 KY940340 1315/1315 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm8 0 KY940340 1284/1284 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm9 0 KY940340 1296/1296 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm10 0 KY940340 1296/1296 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm11 0 KY940340 1268/1268 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm12 0 KY940340 1308/1308 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm13 0 FJ774237 1307/1308 (99%) L. innocua 1501 
 0 KX299052  1303/1308 (99%) L. monocytogenes 1401 
Lm14 0 KY952657 675/676 (99%) L. monocytogenes 1291 
Lm15 0 KY940340 1295/1295 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm16 0 CP011345 1252/1262 (99%) L. monocytogenes 1559 
Lm17 0 FJ774237 1322/1329 (99%) L. innocua 1501 
 0 KX299052 1318/1329 (99%) L. monocytogenes 1401 
Lm18 0 KY940340 1331/1332 (99%) L. monocytogenes 1456 
Lm19 0 KY940340 1300/1300 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm20 0 KY940340 1263/1263 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm21 0 KY940340 1283/1283 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm22 0 KY940340 1331/1331 (100%) L. monocytogenes 1456 
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Lm23 0 KY940340 1261/1261 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm24 0 KY940340 1290/1290 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm25 0 KY940340 1327/1327 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm26 0 KY940340 1313/1313 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm27 0 KY940340 1355/13156 (99%) L. monocytogenes 1456 
Lm28 0 KY940340 1310/1311 (99%) L. monocytogenes 1456 
Lm29 0 KY952657 431/435 (99%) L. monocytogenes 1291 
Lm30a/b 0 LC2103017 1277/1278 (99%) Enterococcus faecalis 1524 
Lm31 0 NR_116805 904/905 (99%) L. innocua 1501 
 0 KF571470 904/905 (99%) L. monocytogenes 1428 
Lm32 0 KY952657 317/317 (100%) L. monocytogenes 1291 
Lm33 0 KY952657 938/940 (99%) L. monocytogenes 1291 
Lm34 0 KY952657 958/961 (99%) L. monocytogenes 1291 
Lm35 0 KY952657 840/843 (99%) L. monocytogenes 1291 
Lm36 0 KY952657 927/932 (99%) L. monocytogenes 1291 
Lm37 0 KY940340 1313/1313 (100%) L. monocytogenes 1456 
Lm38 0 KY952657 965/970 (99%) L. monocytogenes 1291 
Lm39 0 KX299043 939/940 (99%) L. monocytogenes 1400 
Lm40 0 LC186053 840/841 (99%) Cellulosimicrobium sp. 1515 
Lm41 0 KY952657 903/904 (99%) L. monocytogenes 1291 
Lm42 0 KY952657 969/969 (100%) L. monocytogenes 1291 
Lm43 0 KY952657 791/791 (100%) L. monocytogenes 1291 
Lm44a 0 NR_116805 1294/1296 (99%) L. Innocua 1501 
 0 KX299051 1294/1296 (99%) L. monocytogenes 1401 
Lm44b 0 KF709388 819/839 (97%) Enterococcus faecalis 1056 
Lm45 6.19x10-98 S55473 203/203 (100%) L. innocua 1518 
 6.19x10-98 KX299051 203/203 (100%) L. monocytogenes 1401 
Lm46 0 NR_116805 1217/1239 (98%) L. Innocua 1501 
 0 KX299051 1217/1239 (98%) L. monocytogenes 1401 
Lm47 0 NR_116805 1281/1288 (98%) L. Innocua 1501 
 0 KX299051 1268/1288 (98%) L. monocytogenes 1401 
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Lm48 0 KY952657 900/904 (99%) L. monocytogenes 1291 
Lm49 0 Não conclusivo devido ao reduzido tamanho da sequência 
Lm50 0 KY940340 1063/1067 (99%) L. monocytogenes 1456 
Lm51 0 KY940340 1326/1331 (99%) L. monocytogenes 1456 
Lm52 0 LC213628 1207/1215 (99%) Enterococcus faecalis 1471 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
